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1. GIRIS VE AMAG

inflamasyon, inflamatuar bir stimulusa cevap olarak elde
edilen dinamik olaylar zinciridir. inflamasyon alaninda vazodilatasyonu
takiben kan akimi degisiklikleri, damar permeabilite artisi, 6dem sivisi
olusumu, lokal I6kosit birikimi gozlenir. Bu birbirini takip eden olaylarin

gelisiminden cesitli mediatérler sorumludur.”

Sepsis, bircok sistemi tutan, Ozellikle hemodinamik
degisikliklere yol acan, sok, organ fonksiyon bozuklugu ve organ
yetmezligine kadar giden éldiiriici bir infeksiyon hastaligidir.”'?° Sepsise,
hipotansiyon, laktat yuksekligi veya organ yetmezligi eslik ederse klinik
tablonun adi agir sepsistir. AJir sepsis, hipotansiyon sivi tedavisi ile

diizeltilemiyorsa klinik tablo septik sok olarak adlandirilir.>®’

Sepsis epidemiyolojisi ile ilgili son yillarda olduk¢a genis
kapsamli ve 6nemli galismalar yapilmistir. Agir sepsis, tim dinyada
yilksek mortalite ve morbitideye sahiptir.? Hastaneye yatirilan her 1000
olgunun 10'unda sepsisin gorulmesi ve bu olgularin %30'unda MODS
(multiple organ disfonksiyonu sendromu) gelismesi; sepsisli olgularin
%20'si, septik soklu olgularin ise %60-80'inde mortalite gdzlenmesi

nedeniyle oldukga dnemlidir. '%%1%

Sepsiste hedef organ damar endotelidir ve hemen hemen
batin mediyatorler damarlar Gzerine etkilidir. Endotoksin, TNF-a (tumor
nekroz faktort), IL-1 (interldkin-1), PAF (Platelet [trombosit] aktive edici



faktor), IOkotrienler, tromboksan A2 ve nitrik oksit (NO) endotel

permeabilitesini artirir.*

Endotel fonksiyonlarinin dizenlenmesinde en dnemli araci
molekullerden biri NO’tir. NO, vaskuller endotelde endotelyal nitrik oksit
sentetaz (eNOS) enzimi tarafindan L-argininden sentezlenen vazoaktif bir
maddedir ve vaskller duz kas gevsetici etkisi ile endotel bagiml
vazodilatasyonun ana mediyatériidiir.* eNOS’un farmakolojik inhibisyonu
veya genetik eksikliginde endotele bagimli vazodilatasyon bozulur ve
vaskiiler rezistans artar.’®™ NO difiizyonla vaskiiler diiz kas hiicrelerine
gecger, guanil siklazi stimile ederek cGMP (siklik guanozin 3'5'-
monofosfat) sentezini artirir. Artan cGMP vaskiller duz kas relaksasyonu
ve vazodilatasyonuna neden olur.* NO'in akut ve kronik enflamasyon,
sistemik inflamatuvar yanit ve sepsiste rol oynadigini goésteren ¢ok sayida

calisma vardir."®

NO sentezi enzimin aktif bdlgesi icin yarigsmali inhibitor
olarak davranan L-arjininin guanidino-ilaveli analoglari tarafindan selektif
olarak inhibe edilebilir. insan plazmasinda varli§i uzun siredir bilinen
ADMA (asimetrik dimetilarjinin) 'nin NOS i¢in bir inhibitér oldugunu ilk
bildiren Vallance ve arkadaslaridir.’® ADMA’nin, NO sentazin substrat

baglanma bdlgesinde L-arjinin ile yer degistirdiginde NO’i ortamdan

12
uzaklastirdigi bildiriimektedir. Ayrica endotelyal fonksiyon bozuklugunda
ve koroner kalp hastaliginda yeni bagimsiz bir risk faktori oldugu éne

srilmistir.®®



ADMA, L-Arjininin guanidino analogu olan, endojen olarak
sentezlenen, proteinlerdeki arjinin rezidulerinin protein arjinin metil
transferazlariyla (PRMT 1) metillenmesiyle meydana gelen bir turev
aminoasittir. PRMT |l ise SDMA (simetrik dimetilarjinin) olusumunda rol
oynar. (1%
turevierdir. SDMA’nin ADMA’'nin aksine NOS Uzerinde inhibitor etkisinin

olmadigini fakat arjinin ve ADMA ile hucre girig yolunu etkileyerek NO
109

ADMA ve SDMA iki metil grubunun eklenmesiyle olusan

uretim hizinda dolayl yoldan etki ettigi bildirilmigtir.

Homosistein protein yapisinda olmayan ve metiyonin
metaboliti  olarak  bulunan, sulfir tagiyan bir amino asittir.
Homosisteineminin endotel disfonksiyondaki rolinu aciklayan en gecerli
mekanizma, NO’nun oksidatif pargalanmasinin artisi, stperoksit anyon,
hidrojen  peroksit ve disulfitlerin  birikimi  yolu ile olanidir.
Homosisteineminin diger bir potansiyel etkisi de, NO sentezinin azalmasi
olabilir.*® Homosistein akut ve kronik endotel fonksiyon bozukluguna yol

acar.

Calismamizi inflamasyon sonucu gelisen agir sepsis ve
septik sok hastalarinda serum NO, homosistein, ADMA ve SDMA
dizeylerindeki degisimi incelemek amaciyla planladik. Agir sepsis ve
septik soklu hastalarda bu konuda ¢ok fazla galismanin olmayisi ve ileri
donemde ciddi komplikasyonlara neden olabilen bir bozukluk olmasi
nedeniyle Uzerine durulmasi gerektiginden bu tez cgalismasinin sonraki
calismalarda taniyr destekleme ve prognozu belirlemede vyararli

olabilecegi disunulmusgtar.



2. GENEL BILGILER

2.1 Sepsis

Sepsis ve septik sok, cerrahi ve dahiliye yogun bakim
Unitelerinde en sik gorilen 8lim nedenidir.’>'® Tedavi ydntemlerinin
hemen tumu basarisizlikla sonuglanmigtir. Basarisizligin - énemli
nedenlerinden biri sepsise olan konak¢i yanitinin fizyopatolojik ve genetik
temellerinin tam olarak bilinmemesidir. Tibbi teknolojideki gelismeler,
invaziv girisimlerin artmasi, alt hastaligi olan hastalarin yasam suresinin
uzamasi infeksiyon riskini, 6zellikle de dldurtcu bir infeksiyon olan sepsis

gorilme sikhigini artirmistir.™

Klinik bulgularin ortaya c¢ikigi genellikle sinsidir. Ates, biling
bulanikligi, gecici hipotansiyon, idrar miktarinda azalma veya nedeni
aciklanamayan trombositopeni seklinde ortaya c¢ikabilir. Eger gerekli
onlemler alinmaz veya tedavi edilmezse solunum ve bdbrek yetmezligi,
koagulasyon bozukluklari ve tedaviye yanitsiz hipotansiyon gelisebilir.
Sepsise neden olan infeksiyonlar genellikle pndmoni, intraabdominal

nedenler, Uriner sistem infeksiyonu ve bakteremidir.

Sepsis etiyolojisinden birgok bakteriyel etken sorumludur.
Streptokoklar ve stafilokoklar en sik sepsis nedeni olan bakterilerdir."”
Degisik calismalarda, sepsislerin % 20-64’Unde gram negatif bakterilerin
etken oldugu, % 27-74’Unde gram pozitif bakterilerin etken oldugu, % 15

ve daha az oranda ise polimikrobiyal etken izole edildigi gérulmektedir.
18,19



Vucut 1sis1, kalp hizi, solunum sayisi ve beyaz klre sayisina
dayali sistemik inflamatuvar yanit sendromu (SIRS) kriterlerinin 6zgullu-
gunun dusuk olmasi nedeniyle 2001 yilinda Uluslararasi Sepsis Tanisi

Konferansi’nda sepsise isaret edebilecek bulgu ve semptomlarin listesi

geni§letilmi§,tir.3 Ancak yeterince kanit olmamasi nedeniyle 1991 yilinda
Amerikan Gogus Hastaliklari (American College of Chest Physicians-
ACCP) ve Yogun Bakim Dernekleri (Society of Critical Care Medicine-
SCCM) sepsis ile ilgili tanimlari yeniden gdzden gegirilmis ve sepsis

spektrumu icerisinde yer alan tanimlar asagidaki gibi belirlenmistir.™

infeksiyon: Mikroorganizmalarin, normalde steril konak
dokularinda bulunmasi veya invazyonu sonucu gelisen bir inflamatuvar

cevaptir.

Bakteriyemi: Canli bakterinin dolagsimda bulunmasidir.

Bakteriyemi tanisi kan kultlr pozitifligi ile konur.

SIRS: Degisik agir klinik durumlara inflamatuvar cevap olarak
tanimlanmistir. infeksiyon ve infeksiyon disi (pankreatit, yanik, multiple
travma gibi) nedenlere bagl gelisebilir. inflamatuvar cevap, klinik olarak

asagidaki durumlardan iki veya daha fazlasinin bulunmasi ile taninir;'"?

1. Vicut i1sisinin >38°C’ veya <36°C olmasi,

2. Kalp atim hizinin >90/dk olmasi,

3. Solunum hizinin >20/dk veya arteriyel karbondioksit basincinin <33
mmHg olmasi,

4. Lokosit sayisinin >12000/mm® veya <4000/mm® olmasi, periferik

yaymada >%10’un lizerinde band formunun bulunmasi.'"?



Sepsis: Birgcok sistemi tutan, Ozellikle hemodinamik
degisikliklere yol acan, sok, organ fonksiyon bozuklugu ve organ
yetmezligine kadar giden oldurtcu bir infeksiyon hastaligidir ve var olan
infeksiyona karsi konakg¢inin asiri ve duzensiz yaniti olarak tanimlanabilir.
infeksiyon sonucu SIRS bulgularinin iki veya daha fazlasinin bulunmasi ile

tanisi konabilir.

Agir sepsis: Sepsis ile birlikte en az 1 organ fonksiyon

bozuklugu, hipoperfliizyon veya hipotansiyonun bulunmasi durumudur.

Septik sok: Sepsiste, yeterli sivi tedavisine ragmen,
direnen, hipotansiyon ile birlikte perfiuzyon bozuklugu belirtilerinin (laktik
asidoz, oliguri, akut mental degisiklik) devam etmesi durumudur. Sepsiste
gelisen en dnemli fizyopatolojik olaylardan biri de septik soktur. Septik sok

en fazla gram negatif bakteriyel sepsislerde gordliir. ™

Sepsise bagh hipotansiyon: Sistolik kan basincinin 90
mmHg’nin altina dismesi veya diger nedenler olmaksizin, bilinen sistolik

kan basincinin 40 mmHg’ den daha fazla asagi dismesidir.

MODS: Akut hastalik tablosu i¢inde olan bir hastada organ
fonksiyon degisikliklerinin bulunmasidir. Bu klinik tabloda tedavisiz
homeostaz saglanamaz. Iinfeksiyon odaginin etkin bir sekilde ortadan
kaldirlamadigi veya uygun tedavi edilmedigi durumlarda sepsis, septik

sok ve coklu organ yetmezligi gelisimi s6z konusu olabilir. ">'°



2.2. Nitrik Oksit (NO)

Bu molekdlin roli ilk olarak vaskuler tonusun
dizenlenmesinden sorumlu ajanlarin tanimlanmasi ¢alismalari sirasinda
kesfedilmistir. Bu ajan baslangigta endotel kdkenli gevsetici faktor (EDRF)
olarak isimlendiriimis ve EDRF’nin diger birgok sinyalizasyon molekulu gibi
protein benzeri bir yapiya sahip olabilecedi dustunulmustir. Uzun suren
¢alismalar sonucu EDRF’nin aslinda bir protein degil, oldukga reaktif bir
gaz olan NO oldugu gergeginin kesfi, Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro
ve Ferid Murad’a 1998 Nobel Tip Odili’'nii kazandirmistir.%>%

NO, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini koruyabilen,
lipofilik, kimyasal olarak stabil olmayan, suda ¢6zlnebilen bilinen en disuk
molekiiler agirlikli memeli hiicresinin biyoaktif sekresyon Griiniidiir.%*®
NO, insan fizyolojisi ve fizyopatolojisinde dnemli bir yere sahiptir ve rol

oynadidi olaylardan bazilari asagida 6zetlenmisgtir;

Duz kas proliferasyonunu engeller (antimitojenik etki),

e Endotel katmanin gecirgenligini azaltarak damar duvarindan
lipoproteinlerin gegmesini engeller,

e Trombositlerin yapigkanhgdini azaltir ve agregasyonunu baskilar,

e Endotel hiicrelere monositlerin yapismasini azaltir,

e LOkosit aktivasyonunu engeller,

e Anijiojenik etkileri oldugu bilinmektedir.*°

e Kardiyovaskuler hastaliklar icin risk faktori olarak sayilan
hipertansiyonun, hiperkolesteroleminin, diyabetin, yaslanmanin,
postmenapozal  durumun, sigaranin ve  enfeksiyonlarin
ateroskleroz patogenezinde NO eksikliginin etkili oldugu

gosterilmistir. 20



2.2.1. Nitrik oksitin biyokimyasi

Atmosferdeki bakteriler, asit yagmurlari, jetler, baca gazlari,
egzoz gazlar ile tuten sigaralar NO< ve diger reaktif oksijen turlerini
ureterek hava kirliligine neden olabilirler. NO«'in agik formalinde gorilen
ciftenmemis elektronu, azot ve oksijen atomlari Uzerinde yer degistirerek
'rezonans stabilitesi' saglar, reseptorden bagimsiz olarak membranlardan
kolayca diffiize olabilir.®”*® Tim bu o&zellikleri NO<'e ideal bir haberci

molekiil 6zelligi kazandirmaktadir.®”

Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan NO- serbest
radikal yapisinda olmasindan dolay yari démri ¢ok kisadir, dokuda, 1060
saniyelik kisa bir yari dmru vardir. Daha sonra hizla metabolitleri olan nitrit
(NO2) ile nitrata (NO3) dénisiir.? %% By nedenle NO dretiminin
arastinldigi ¢alismalarin buyudk kisminda onun metabolitleri olan nitrit ve
nitratin konsantrasyonlari farkli érneklerde dlciilmiistiir. ™*° Bu degiskenlik,
dokularin  tasidigi  oksijenli  bilesiklerin  oranindaki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir. NO’'nun bu 6zellikleri, onu ideal bir molekll haline
getirir ve bu sayede NO, oksijen, suUperoksit radikalleri ve gegis

metalleriyle (demir, bakir, kobalt, manganez gibi) reaksiyona girer. *"%

NO- diisiik konsantrasyonlarda iken toksik degildir. 3*%>%

NO- Uretildigi htcreden disari ¢ikarak direkt hedef hiicresine
yonlenir. Sonugta hedef molekuline baglanarak direkt olarak veya enzim
aktivitesini degistirerek amaglanan etkiyi olusturur. Buna eNOS'In
vazodilatasyon, nNOS'un sinaptik transmisyon ve makrofaj iNOS'unun

savunmayla ilgili etkileri 6rnek olarak verilebilir.



NO-'in 6nemli bir hedefi de bir oksijen radikali olan stperoksit
(02:-) molekiilidir.®® Bu ikisinin (NO« ve 02:-) tepkimesiyle olusan
peroksinitrit (ONOO-)'-den, nitrojen dioksit (NO2-) ile hidroksil (OHe)
radikali olusabilir. Yine NO-'in lipidler Uzerine olan etkisiyle lipid

peroksidasyonu baslatilir ve gesitli peroksitler tiretilebilir. 3¢

2.2.2 Nitrik oksitin biyosentezi

L-arjininin guanido grubundaki nitrojenin hidroksilasyonuyla
sentez baslatilir™® (Sekil 1). Saglam damar endoteli, bazal bir hiz ile siireki
NO olusturur. Bu arada fizyolojik bir stimulus agonist olarak yaniti
artirabilir. Agonist etkisi ile intraselliler Ca*? artisi NOS’u aktive eder ve L-
Arjinin aminoasidinden sitrullin ile birlikte sentezlenen NO, endotel
hlcresinden duz kas hucresine difize olur. Duz kaslarda NO ¢ozunur
guanilat siklazi aktive ederek cGMP’ vyi artirir. Olusan cGMP Ca*?
duzeylerini azaltarak duz kaslarda relaksasyon ile vazodilatasyona neden

olur 1

(Sekil 2). NO sentezi mekanik gugler ve endotel reseptorlerine
etkili cesitli ajanlarla olusmaktadir. Sentezden sorumlu endotel
reseptorlerine etkili ajanlar asetilkolin, P maddesi, bradikinin, trombin,
ATP, ADP, tromboksan A2 , peptidolokotrienler, histamin, endotelin, ve
agrege trombositlerdir.?’  Tetrahidrobiopterin ve nikotinamidadenin-

diniikleotid fosfat (NADPH) kofaktdr olarak rol oynamaktadir.®'-8?



NH?+:_\\‘¥,“"'2 MOH NH
I Y QQ(
HH NH
02 HADPH 02 1/ MABPH
- - T
HO3
| L
NHy+ GOO- N}CD{I- NH_»,- 0.
L= ARJIHIM H=HIDROKST L=ARJIHIM L=51TRULIM
Sekil 1: Nitrik oksitin sentezi (90)
Bradikinin
Asatilkolin Ca'
- | Akam geru!lml
1 L-arj
Endotel
A IC

Diiz kas

Gevgeme

Sekil 2: Nitrik oksitin olusumu ve etki mekanizmasi (151)

2.2.3. Nitrik oksit sentaz izozimleri

L-arjininden NO olusturan enzimler NOS izoenzimleri olarak bilinmektedir

41,42,43,44,74,76 (Tablo 1).
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Tablo 1: Nitrik oksit sentaz izozimleri (41,42,43,44,74,76)

NOS IZOZIMLERI

YAPISAL NOS

UYARILABILIR NOS

(INOS)

(cNOS)

( Noronal nitrik oksit sentaz
(NNOS)

h

lrv’

Endotelyal nitrik oksit sentaz

(eNQS)

-

NOS izozimlerinin 6zellikleri ise tablo 2'de belirtilmistir.

Tablo 2: NOS izozimlerinin 6zellikleri (41,42,43,44,74,76)

cNOS’'un o6zellikleri

INOS’un ozellikleri

Hucre ici iyonize kalsiyumu (Ga++ } artiran her tarld
etkilegimde, kalsivumun kalmoduline badglanmasiyla

olugan kompleks ya Ca++ va da kalmaodulin
cMOS un aktiflegmesini saglar ve NO sentezlenir.

Aktivite icin Ca++ bagimh degildir. Bunun
nedeni enzimin kalmodulinle cok siki

baglanmis olmasi olabilir.

Cat++ 'u arttiran uyan kesilince, hicre ici Ga++'da
azalmaya baslar ve enzim aktivitesi ortadan
kalkarak NO= sentezi durur

Enzim indiklendigi zaman MO= Gretimi,
yvapisal formdaki gibi kisa sirmez,
saatlerce hatta giinlerce devam edebilir.
Ozellikle non spesifik imminitede dnemli
rol oynar.

Bu yizden bu izgform, normal biyolojik sistemlerde
digik miktardaki NO= sentezinden sorumludur.

Daha fazla MO dretir ve sepsis

sirasindaki periferk vaskiler tonus
degisikliklerinden sorumludur

NS ve eMOS adh iki izoformy da Ca++
bagimhidir.
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2.3. INFLAMASYON VE SEPSISTE NiTRIK OKSIT

inflamasyon, inflamatuar bir stimulusa cevap olarak elde
edilen dinamik, olaylar zinciridir. inflamasyon alaninda vazodilatasyonu
takiben kan akimi degisiklikleri, damar permeabilite artisi, 6dem sivisi
olusumu, lokal lokosit birikimi gdzlenir.' Bu birbirini takip eden olaylarin
gelisiminden gesitli mediatorler sorumludur. inflamasyonda mediatér ¢agi
1927 yilinda Thomas Lewis’in, histaminin klasik olarak “Gg¢lu cevap” olarak
bilinen etkisini tanimlamasiyla baglamistir. Lewis, dokunun kunt travmaya
maruz kalmasiyla agiga cikan histaminin, dogrudan dogruya lokal kan

damarlarina etki ederek travma bdlgesinde:

1- Saniyeler icerisinde kizariklik,

2- 15-30 saniye iginde, travmanin birka¢ santimetre gevresine yayilan
kirmizilik,

3- 2-3 dakika iginde vaskuler permeabilite artisina bagli olarak olusan

lokal 6dem gelistigini tanimlamistir. %

NO’in akut ve kronik inflamasyon, sistemik enflamatuvar
yanit ve sepsiste rol oynadigini gdsteren cok sayida calisma vardir.'®
Bakteriyel endotoksinler iNOS’u uyarir ve kardiyomiyositlerde,
endokardiyumda ve diz kas hucrelerinde NO sentezini artirarak venlerde
kan birikmesine ve kardiyak fonksiyonlarinin bozulmasina (sepsise bagl
dilate kardiyomyopati) yol agar ve artan NO vazodilatasyonu artirir, 6dem
olusturur ve hassas sinir uglarini etkiler. Tium bu etkiler inflamatuvar

yanitin dnemli gostergelerindendir.
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NO sentezi bazi yarigsmali inhibitorler tarafindan inhibe
edilmektedir. Bunlar: Monometil-LArginin (L-NMMA), ADMA, Nitro-L-Aginin
(L-NNA), Nitro-Larginin metil ester (L-NAME). L-NAME daha ¢cok cNOS
icin, L-NMMA ise her iki NOS igin inhibitordtr. eNOS, L-arginin analoglari
L- NMMA, L-NAME ve ADMA tarafindan yarismali (kompetitif) olarak
inhibe edilmektedir.’®® Dolasan konsantrasyonu L-NMMA’dan 10 kat fazla
olan ADMA, insanda NO biyosentezinin majér inhibitéridiir.' Ortamda
yuksek konsantrasyonda L-argininin bulunmasiyla da bu molekdllerin
inhibitér etkisi ortadan kalkmaktadir.”? Septik sokun tedavisinde NO’in
asir Uretiminin antagonize edilmesi mantigini gindeme getirmigtir ve
yapilan ilk yaklasim iNOS’'un kompetetif inhibitorleri olarak L-NNMA, L-
NAME, L-NNA gibi L-arjinin analoglarinin kullaniimasidir. Glikokortikoid ve
NOS inhibitorleri ile yapilan tedaviler inflamasyonun siddetinin
azaltimasinda etkili olmaktadir. Baslangigta bu maddelerle yapilan
hayvan calismalari umut vaadetmistir, sonraki calismalar
degerlendirildiginde elde edilen veriler ¢ok dediskendir, bu degiskenligin
nedeni hayvan modellerinin farkhhd veya wuygulanan dozlarin
gesitliliginden ve NO’in hem dokuda lokal hem de sistemik olarak bazi
etkiler gosterdiginden baglanmaktadir.'® Bu nedenle calismalarda selektif
NO inhibitorlerinin kullanilmasi ve hatta bunlarn da sistemik degil lokal
olarak ilgili yere wuygulanmasi Onerilmistir. Nitekim, bir c¢alismada
endotoksemi sirasinda non-selektif iNOS inhibisyonunun karacigere toksik
oldugu; selektif INOS inhibisyonunun ise karacigerde bir etki olusturmadigi

gosterilmistir.'”’

iINOS inhibitorlerinin arteriyel kan basincini ve sistemik damar
direncini arttirdi§i ve kardiyak output'u diistirdiigii gézlenmistir.""" Hatta bir
hayvan sepsis modelinde L-NNMA'in yluksek dozlarda mortalitede artisa
neden oldugu bildiriimis ve bu ilaglarin terapotik pencerelerinin darligi

vurgulanmigtir. Septik sokta NO’in ve NOS inhibitorlerinin etkisinin daha iyi
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anlagilabilmesi igin toksik olmayan, kisa etkili, dozu titre edilebilir nitelikte
ve daha selektif iINOS inhibitdrlerinin gelistirimesi ve denenmesi

gerekmektedir.%

Sepsiste hedef organ damar endotelidir ve hemen hemen
batin mediyatorler damarlar Gzerine etkilidir. Bu mediyatorlerin bir ¢ogu
vazoregulatordar. Bunlar; PGI2, tromboksan A2, histamin, seratonin ve
NO’dur. Endotoksin, TNF-a, IL-1, PAF, I6kotrienler, tromboksan A2 ve NO
endotel permeabilitesini artirir. Vazoaktif mediyatorlerin etkisi ile sistemik
damar direnci azalir. Bu da dokulara giden kan akiminin azalmasina
neden olur.”®?>#*" Kompleman sisteminin aktivasyonu da endotel hasari
yapar ve damar permeabilitesini direkt veya notrofilleri aktive ederek
indirekt yolla bozar. Ayrica degranllasyon esnasinda notrofillerden agiga
citkan toksik oksijen redikalleri ve lizozomal enzimler de endotel
permeabilitesini artirir. Damar permeabilitesinin artmasi ve endotel hasari,
ekstravazasyon ve mikrotrombuslerin olusumunu Kkolaylastirir.  Bir
anatomik yerde yeterli endotel hasari olusunca, orada organ perfizyonu

bozulur ve organ yetersizligi gelisir® ' (Sekil 3).
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Enfeksiyon Ajanlan
¥ L4 ¥
Lakosit Aktivasyonu Koagtlasyon Kompleman
Aktivasyonu Aktivasyonu
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"’1‘“‘“2 Mikrovaskaler
salinimi Tromboz DIK
Sitokin Salinimi
IL-1IL-8
INOS Endotelin Ltskosit
Aktivasyonu Tromboxan A, Adezyon » Endotel hasan kapiller kagis iskemi
v Lékotrienler Aktivasyonu
NO PAF
Uretimi i
¥
Sistemik Intrarenal
Vazodilatasyon Vazokonstriksiyon
¥ v v
COKLU ORGAN YETERSIZLIGI, ARDS, SOK

Sekil 3: Endotel disfonksiyonu (31)

Gram (-) bakteri enfeksiyonlarinda bakteri hicre duvari
komponentlerinden olan lipopolisakkarid veya bagka bir deyigle
endotoksinin dolagsima salinmasi proinflamatuar sitokinlerin Gretimini
uyarir. Endotoksinin kendisi ve sitokinler makrofajlarda ve vaskuler diuz
kasta induklenebilir NO dretiminden sorumlu iNOS enzimini direkt gen

transkripsiyonu basamaginda uyarir ve in vitro NO retimini artirir.”®

Endotoksinle karsilasmadan sonra iNOS’un indUksiyonu
saatler almaktadir, ancak iINOS bir kez induklendiginde asiri miktarlarda
NO sentezlenmesini saglar ve sonugta septik vazodilatasyon ve hipotan-
siyon ortaya cikar. Septik sokun karakteristik bir 6zelligi de sempatik sinir
uyarisina verilen vaskuler yanitin bozulmasidir, ve bunda da NO araciligi

s6z konusudur.'®
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Sepsiste asiri NO Uretimini bloke etmek igin diger bir
yaklasim proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler arasindaki dengeyi
diizenlemektir.®’ Bu amagla TNF-a, IL-1 veya IF-y gibi sitokinlere karsi
monoklonal antikor kullanimi denenmistir. NOS’I inhibe etmek igin
enzimatik  kofaktorlerinin  (6rnegin  tetrahidrobiopterin)  Gretiminin
inhibisyonu bir diger yaklasimdir, ancak deneysel sepsis modellerinde bu

konu calisiimamustir.

Endotelin antitrombojenik 6zelliklerine temel katkiyr saglayan
molektl ~ NO’dur.  Aterosklerotik  lezyonlarin  gelisiminde  Kilit
mekanizmalardan biri olan endotelyal fonksiyonunun bozulmasinda, bu
fonksiyonlarin  devamini  saglayan  NO’nun  miktarinda  veya
biyoyararlaniminda bir azalma olacagdi asikardir. eNOS’u inhibe etmek
yoluyla NO miktarini azaltan ve bdylece endotelin koruyucu etkisini

ortadan kaldirarak ateroskleroza yol acan temel madde ADMA’dir.?”98:%
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2.4. ADMA

2.4.1. Genel yapisi

ADMA, nikleoproteinlerde bulunan arjinin rezidulerine, protein
arjinin metil tranferaz (PRMT) enzimi tarafindan metil gruplarinin sentez
sonrasi duzenleme ile eklenmesi ve bu proteinlerin yikilmasi sonucunda
meydana gelen ve onemi giderek artan bir metilenmis arjinin tarevidir.
Vucutta daha farkh metillenmis arjinin bilesikleri de bulunmaktadir. Bu
bilesikler bir ya da iki metil grubunun arjinine eklenmesi sonucunda
meydana gelmektedirler. ADMA ve SDMA iki metil grubunun
eklenmesiyle, L-NMMA ise bir metil grubunun eklenmesiyle olusan

' ADMA, L-Arjininin guanidino analogu; endojen olarak

tiirevlerdir.'?
sentezlenen, proteinlerdeki arjinin rezidulerinin PRMT | metillenmesiyle
meydana gelen bir tirev aminoasittir. PRMT Il ise SDMA olusumunda rol
oynar.'® PRMT ler yoluyla proteinlerin metilasyonu ve olusan metil arjinin

turevleri gosterilmektedir (Sekil 4).

CHy f-“: ?Hw 'lzﬂa
M M, B W—CH, M MH (X8
Ty -
z 2 c
| | i 1
i T i i
I
CHy CHy EHy EH,
I | I i
ﬂl Hh Cria f"’.‘ ‘i_l-"z
CH oH GH
Pt P i rd
HiN  COOM  HN  COOM HeW  COBH MM CDOH
L-a¢jnin ADMA E0OMS, L,

Sekil 4: Vicutta baglica metilenmis metilarjininler (133)
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Hem ADMA hem de onun regioisomeri SDMA, renal
ekskresyon ile vicuttan atilir.”'®  Ancak ADMA, dimetilarjinin
dimetilaminohidrolaz (DDAH) enziminin etkisi ile sitrulin ve dimetilamine
hidrolitik yikilma yoluyla metobolize olur. L-sitrialin DDAH’nin aktivitesini
inhibe edebilir.”*™ iste bu ylizden DDAH aktivitesi cesitli hastaliklarda
endotel fonksiyon bozuklugunun patogenezine katkida bulunur.'® DDAH,
SDMA'ya etki etmemektedir”"? (Sekil 5).

lL-arjinin @b L-zitriilin-+hICe I EH lL-arjinin L-sitrilin+Mo
7 Ea .
Proteoliz Proteoliz
G} @®

CH, Proteoiiz
CH CH

Hia. _ NH N . Hia. N <
Y N Nl-l/ y CH,
H Y H

HH
HN  COCH HN  COOH
NMMA b HHM  COOH
i : A ADMA
SDMA
DDAH DDAH
DYNHJ
HH
{H;= HH,
T &%
HH CooH Wl CooH bt :
manometilamin L-sitrilin L-zitriilin Ditnetilatnin

icfrarla atim

Sekil 5: L- arjinin ve metillenen arjininlerin kimyasal yapisi (121)
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ADMA ozellikle endotel hicreleri tarafindan
sentezlenmektedir.’’ Béger ve ark. yaptiklari calisma sonucunda insan
endotel hucre kultirlerinde de ADMA ve SDMA sentezinin gergeklestigi
saptanmistir.?® Dolagsimda serbest halde veya proteinlere bagli olarak
bulunmaktadir ve normal protein dongusunin igerisinde surekli olarak
iretilmektedir."”® insan, hayvan plazma ve idrarinda bulunur. Saglikii
kisilerde plazma ADMA diizeyi 1.15+0.19 puM'dir."?* Hicre ici ADMA

miktari plazmada bulunana diizeyden yaklasik olarak 10 kat fazladir.

Bugune kadar serbest metil arjininden ADMA sentezinin
direkt yolu tanimlanmamistir.'*' Boéylece hiicre icindeki toplam ADMA
miktari, protein turnover hizina ve proteinlerdeki arjinin metilasyonunun

miktarina bagimhidir."*""%°

2.4.2. ADMA’'nin NO ve endotel hasari ile iliskisi

2.4.2.1 ADMA'nin NO ile iligkisi

3 adet metilarjinin (ADMA, SDMA ve L-NMMA) Y tasliyici
protein adi verilen katyonik aminoasit tagiyicilar aracihdiyla endotelyal
hicrelerin icine girerler. Metil arjininler birbirleriyle ve arjinin aminoasidi ile
hicre icine giris icin yarigirlar. Yuksek konsantrasyondaki (3-10 pM)
ADMA, izole edilmis kan damarlarinda, kiltir edilmis makrofajlarda ve
endotel hicrelerinde, L- arjininin hdcre igine transportunu engeller. Sonug
olarak NO sentezini NOS aracili olarak inhibe eder ve endotel fonksiyon

bozukluklari gelismektedir’”87199114. 119 (sakil 6).
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Sekil 6: ADMA sentezi ve NOS lizerine inhibitor etkisi (77)

DDAH aktivitesinin, metilarjininlerin hicre ici
konsantrasyonunu belirleyebilecegi gibi NOS enziminin kontroline de

katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.”

Bugun, pek ¢ok hastalik durumunda ADMA duzeyi yuksekligi
bilinmektedir. NO dretimindeki anormallikler, septik sok, hipertansiyon,
multiple skleroz, hiperkolesterolemi ve renal yetmezlik gibi birgok
hastalikta goriimektedir.'” lleri yas, yillksek plazma ADMA

konsantrasyonu ile iligkilidir.'*

Plazma ADMA seviyeleri ile endotel disfonksiyonu arasinda
iliski vardir. Hemodiyaliz hastalarinda gelisen endotel disfonksiyon,
kardiyovaskuler olaylar ve mortalitede ADMA sorumlu faktorlerden

birisidir.'%®
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iINOS aktivitesi inflamasyonda ¢ok artip ve NO’nun ¢ok fazla
miktarda Uretilmesiyle, uUretilen NO superoksit radikalleriyle birlesip
peroksinitrite dénlisiir ve NO’nun yarilanma émriinii azaltir.'"® Peroksinitrit
olusumu  superoksit dismutaz’'in (SOD) superoksit radikallerini
yakalamasindan daha hizli gelismektedir. Peroksinitritte DDAH’In aktif
bdlgesine baglanarak aktivitesini azaltir, bdylece ADMA miktarinda artisa
ve NO duzeylerinde azalmaya yol agar. Oksidatif stres ADMA yapiminda
rol alan enzimlerin aktivitelerini degistirerek ADMA miktarlarinda degisime
yol agmaktadir."”® PRMT aktivitesi reaktif oksijen tiirleriyle arttirilir ve
ADMA diizeyleri artar.®® ADMA yiikselmesine sebep olan bir diger

muhtemel mekanizma da ADMA’nin bébrekten azalmis atilimidir.>*%®

DDAH ve NOS’ in endotelde birlikte lokalize oluglari hicre igi
ADMA konsantrasyonunun NO olusturan hucrelerde aktif ve hucreye

spesifik sekilde diizenlendigi hipotezini desteklemektedir.®

2.4.2.2 ADMA’nin endotel hasari ile iliskisi

Damar duz kaslar tarafindan salgilanan faktoérler daha ¢ok
vazokonstriksiyona sebep olurken, endotel tabakasinin salgiladigi
faktorler ise daha ¢ok vazodilatasyonda rol alirlar. Endotelde meydana
gelen bir harabiyet NO dizeylerinde azalma meydana getirmekte, bu da
damar fonksiyonlarinin bozulmasina, damar duz kaslarinda proliferasyon
izlenmesine, damar duvarinin esnekliginin azalmasina ve bunlarin sonucu
olarak akisa-bagimli vazodilatasyon kaybi ortaya c¢ikmaktadir.®®> Endotel
bagli vazodilatasyon bozulmasiyla anlasildigi gibi, artan ADMA duzeyleri

indirgenmis NO sentaz ile iligkilidir.™
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Klinik ve deneysel calismalar endotel disfonksiyonunu,
artmis oksijen kokenli serbest radikal Gretimiyle iliskilendirmistir.?®® NO’in
yarilanma Omru oksidatif stres altinda azalmaktadir. NO superoksit
anyonlariyla birlesmekte, peroksinitrit meydana gelmekte ve meydana
gelen bu Urln lipit peroksidasyonuna yol agmaktadir. ADMA, NOS
aktivitesini inhibe ettiginden dolayr NO dizeylerinde bir azalmaya yol
acmakta, bunun sonucu olarak endotel fonksiyon bozukluklari
gelismektedir.®”°® ADMA diizeyi endotelyal disfonksiyon ve ateroskleroz

ile baglantili olarak yiikselmektedir.?':%2

O’Dwyer ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada
septik sokta NO Uretiminde NOS inhibitdrlerinden ADMA’nin potansiyel
regiilator oldugu belirlenmistir.*® Bdger ve ark. tarafindan yapilan calisma
sonucunda ADMA'nin endoteldeki oksidatif stresi arttirdigi ve endotele
monositlerin  yapismasini guclendirdigi  bildirilmistir. Bu etkilerin ise

disaridan L-arginin verilmesiyle tersine dondiigi gdézlenmistir.”

Yu ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada metilenmis
proteinlerin hidrolizinin artmasi sonucunda ADMA dulzeyinin yukseldigi
saptanmistir.® Kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde rol oynayan risk
faktorleri bulunan kisilerde ADMA dlzeyleri yuksek bulunmustur.

31 10 32

Hiperkolesterolemide °', hiperhomosisteinemide ', hipertansiyonda <,

hipertrigliseridemide ** ADMA diizeyleri yiiksektir.

ADMA ayni zamanda damar icine verildiginde lokal
vazokonstriksiyona neden olur. Artik, ADMA ile ilgili biyokimyasal ve

fizyolojik yollar daha iyi anlagiimaktadir.
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2.5. HOMOSISTEIN

2.5.1. Homosistein metabolizmasi

Protein yapisinda bulunmayan, sulfur tagiyan bir amino
asittir. Remetilasyon ve transsulfirasyon suklusu olmak Uzere iki ana

metabolik yolla metabolize edilir.?®

Homosistein, S-adenozil metiyonin (SAM) ve S-adenozil
homosistein (SAH) aracilii ile metiyoninden olusur. Homosisteininin
metillenmesi folat ve kobalamin badimli bir enzim olan metiyonin sentaz
tarafindan yapilir®® (Sekil 7). Kofaktér vitamin B12 ve 5-metiltetrahidrofolat

ile metiyonin sentaz enzim aracili§i ile tekrar metiyonine metillenebilir.'*%°

Tetrahidrofolat Metiyonin

Remetilasyon siklusu Vitamin Byg

NI -Metilletrahidrofolat Homosistein

Transstilfirasyon yolu

v
Sistatyonin

v
Sistein

Silfat

Glutatyon

Sekil 7: Homosistein metabolizmasi (26)
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Homosistein plazmada bircok formda bulunur: 70-80%
proteine bagl, 20-30% disllfid ve ¢ok az bir miktarida serbest ve
indirgenmis halde bulunur. Artmis plazma homosistein seviyeleri,
miyokard enfarktlsu, felg ve periferik vaskuler hastaliklarda bagimsiz bir
risk faktori olarak belirtilmistir. Folik asit, vitamin B6 ve vitamin B12
eksikligi, sistatiniyon - sentaz ve 5,10- metilentetrahidrofolat rediktaz gibi
metabolizmasinda yer alan dedisik enzimlerin eksiklikleri, plazma
homosistein dlzeyinin artmasina yol a¢maktadir. Homosistein vaskuler

fonksiyonu bozarak aterosklerozda komplikasyon riskini artirir.®

2.5.2. Homosistein, endotel disfonksiyonu ve ADMA

Homosistein akut ve kronik endotel fonksiyon bozukluguna
yol acar. Endotel fonksiyon bozuklugu hipertansiyon, hiperlipidemi, diabet
ve hiperhomosisteinemi gibi durumlarda bozulmus endotel bagimli
gevsemeyi ifade etmek icin kullaniir.*” Bu duruma hidrojen peroksit
sentezi, superoksit anyon radikallerinin olusumu, NO sentezinin azalmasi,
hidcre adezyon molekullerinin upregulasyonu, stres cevabi olarak hicre
icindeki redoks durumundaki degisikler ile sebep olur. Homosisteine
maruz kalan endotel hlcrelerinde gen ekspresyonunda degisiklikler de

tanimlanmistir.>"

Homosistein, saglikli orta yasl bireylerde yas, cinsiyet, vicut
kitle indeksi, kan basinci, vitamin B12 ve kolesterol seviyesinden bagimsiz
olarak endotel fonksiyon bozuklugunun en kuvvetli habercisidir.>> Ancak
hiperrhomosisteinemideki endotelyal disfonksiyon tartismahdir.”
Homosisteineminin endotel disfonksiyondaki rolinu aciklayan en gecerli
mekanizma, NO’nun oksidatif pargalanmasinin artisi, stperoksit anyon,

hidrojen peroksit ve disulfitlerin birikimi yolu ile olanidir. Bir potansiyel
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etkisi de, NO sentezinin azalmasi olabilir.?®  Antioksidan vitamin
verilmesiyle, deneysel hiperhomosisteinemideki endotel vazodilatator
fonksiyon bozuklugu énlenebilir.”™™ Bu bulgularla, homosisteinin etkisinin

oksidatif stres ile oldugu ileri strilmistir.”

ADMA ve homosistein arasindaki iliski aralarinda c¢ok
etkilesim oldugundan dolay: ilgingtir. L-arjininden dimetilarjininlerin sentezi
sirasinda kullanilan metil gruplari homosistein dongusinden gelmektedir;
dolayisiyla homosistein, ADMA sentezinde dolayli da olsa rol oynayan bir
molekuldir. Homosistein, DDAH enzim aktivitesinin post-translasyonel
inhibitériidiir, ADMA birikimi ve NOS inhibisyonuna yol agar.'*>%70 gy,
enzimin aktif bolgesindeki sistein rezidisuyle etkilesimi yoluyla olabilir.
Homosistein metilasyonda anahtar roli oynar. SAM arjinin metilasyonunda
metil vericisidir, arint SAH’dir, bu da homosisteine cevrilir. Metiyonin
dongusunin yluksek olmasi homosistein seviyelerini artinr bu da
endotelyal disfonksiyonla beraber seyreder. Sistein gibi sulfhidril bloke
edici ajanlar DDAH enzimini inhibe ederler. Dithiothreitol gibi dithiol
rediiktanlari bu inhibisyonu engelleyebilir veya tersine cevirebilir.>®> Sonug
olarak homosistein endotel aracili-NO-bagimli vazodilatasyonu bozarak
etki gosterir.”**® ADMA, DDAH ile enzimatik olarak parcalanir. Boylece;
homosistein ve potansiyel SAH ile DDAH’In inhibisyonu, ADMA birikiminde

artis ve endotel fonksiyonunun inhibisyonu ile sonuglanir’®° (Sekil 8).

Homosisteinin endotel hdcreleri Uzerine direkt bir toksik
etkisi ve homosistenin tarafindan NO’in oksidatif bir inaktivasyonu s6z
konusu olabilir.>**>°® Her ne kadar hiperhomosisteinemi MCP-1 (Monosit
kemoatraktan protein-1) ekspresyonunu artirarak monositlerin intimaya
girisini hizlandirsa da eNOS ekspresyonuna onemli bir etkisi

gOsterilememigtir. Bu bulgular normal miktarda NO sentezi oldugunu
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ancak NO miktarlarinin bir bagska mekanizma ile azaltildigini ve/veya

eNOS'un inhibe edildigini gdstermektedir. "

Son 15 yilda, insanlarda ve hayvanlarda yapilan birgok
¢alisma hiperhomosistineminin endotel fonksiyon bozukluguna ADMA
seviyesini  arttirarak ve NO biyoyararlanimini azaltarak yol agtigini
gostermistir. >°7°%%7 ADMA hiperhomosistinemide vaskiiler fonksiyon
bozukluguna yol agan ana mediyatérdur hipotezi; homosistein ve ADMA
arasindaki yakin metabolik bagla ve de birgok hayvan ve klinik ¢alisma da
g6zlemlenen plazma tHcy (total homosistein), plazma ADMA ve endotel
fonksiyon bozuklugu arasindaki iliskiyle desteklenmektedir.?%°%71:75:97.98
Yoo ve ark.nin c¢alismasinda, ADMA konsantrasyonu plazma tHcy
seviyeleriyle pozitif olarak iligkili bulunmustur. Hiperhomosisteinemik

bireylerde hem ADMA, hem de arjinin seviyesini azaltti§i gdsterilmistir.>*

m___=

Olsidatif Stres ——pp l DDAH aktivitesi ER Stres

[ ——
NOS

T superuksﬂ lNitnknhlt
Endotelial dizfonks=iyon

Sekil 8: Homosistein, ADMA ve NO’nun endotel fonksiyon bozuklugundaki rolleri

(13)
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Yapillan bazi calismalarda da homosisteinin endotel
fonksiyon bozukluguna ADMA seviyesini arttirarak NO biyoyararlanimini
azaltigini  gostermektedir. Homosistein, NO biyoaktivitesini birgok
mekanizma ile azaltabilir.”> Upchurch ve ark. 1997'de yaptiklari bir
calismaya gore, homosistein doza bagimli olarak, glutatyon peroksidaz
mekanizmasi ile, NO'nun biyoyararlanimini azaltmaktadir.?> Homosisteinin
NO udretimini etkiledigi bilinen bir konu olmasina ragmen mekanizmasi tam

olarak anlasilamamistir.?*

ADMA insanlardaki deneysel hiperhomosisteinemideki
zayiflamis akima-bagimh dilatasyonun potansiyel bir mediatériidir.>
Boger ve ark. tarafindan  yapilan galismalar  sonucunda
hiperhomosisteinemide ADMA duzeylerinin artmis olarak bulunmustur.
Yuksek metiyonin ve artmis homosisteinin varliginda endotel hucreleri

tarafindan ADMA  dretimi  artmaktadir.’>"

Bunun yani  sira
hiperhomosisteinemi tedavisi igin verilen folik asidin ADMA’nin da plazma

diizeylerinin azalmasini sagladi§i rapor edilmistir.?*
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi i¢c Hastaliklari-
Dahiliye Yogun Bakim bdlumindeki hastalar ve kontrol grubundan alinan
kanlar Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali Arastirma Laboratuvarinda ¢alisildi.
Calisma igin Gazi Universitesi Tip Fakdiltesi Yerel Etik Kurulundan bilimsel
arastirma izin alindi. Bu c¢alisma Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (BAP) birimi (01/2009-38 No’lu proje) tarafindan desteklenmigtir.

3.1. Caligsmaya Katilacak Gruplarin Belirlenmesi

Calisma suresi boyunca yogun bakima agir sepsis veya
septik sok tanisi ile yatirilan hastalar veya yogun bakimda yatigi sirasinda
agir sepsis gelistiren hastalar ¢calismaya alinacaktir. Sepsis tanisi, sepsis
tani ve tedavisini yonlendiren uluslararasi bir kurulug olan “Surviving
Sepsis Campaign”nin 2008 kilavuzuna®® dayali olarak konulacaktir. Buna
gore supheli veya tani konulmus herhangi bir infeksiyon odag: ile birlikte
SIRS kriterleri olan su kriterlerden iki veya daha fazlasi mevcutsa hasta

sepsis olarak kabul edilmistir.

1. Vicut i1sisinin >38°C’ veya <36°C olmasi,

2. Kalp atim hizinin >90/dk olmasi,

3. Solunum hizinin >20/dk veya arteriyel karbondioksit basincinin <33
mmHg olmasi,

4. Lokosit sayisinin >12000/mm? veya <4000/mm?® olmasi, periferik

yaymada >%10’un Uzerinde band formunun bulunmasi
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Sepsise eslik eden organ yetmezligi (hepatik, renal,
kardiyovaskuler, norolojik, solunumsal, hematolojik) veya doku perfizyon
bozuklugu [hipotansiyon (sistolik kan basincinin <90 mmHg olmasi veya
ortalama arter basincinin <70 mmHg olmasi veya sistolik kan basincinin
>40 mmHg veya yasina gore normal tansiyon degerinden <2SD olacak
sekilde dusmesi) veya laktat artisi (4 mmol/L) veya oliglri olmasi]
mevcutsa agir sepsis, yeterli sivi tedavisine ragmen diuzelmeyen ve

vazopressor gerektiren hipotansiyon mevcutsa septik sok kabul edilmistir.

3.1.1. Hastalarin calismaya alinma kriterleri

1-Agir sepsis veya septik sok tanisi ile yogun bakima yatan hastalar

2-Yogun bakimda agir sepsis tanisi alan hastalar

3.1.2 Hastalarin calismamaya alinmama kriterleri

1-Gebelik
2-Akut miyokard infarktus varligi
3-Pulmoner emboli varligi

4-ileri ddnem kanser hastalari (kemoterapi alan) veya AIDS varlig

Calismamizda Gazi Universitesi Tip Fakdltesi i¢c Hastaliklari-
Dahiliye Yogun Bakim Boliminde yatan 8 agir sepsis, 16 septik soklu
hastay! iceren grup ile Gazi Universitesi Tip Fakiltesi i¢ Hastaliklari-
Dahiliye Yogun Bakim Boliminde galisan saglikli personelden olusan,
sigara ve alkol kullanmayan, herhangi bir hastaligi bulunmayan, ilag
kullanmayan, rutin biyokimyasal testler normal degerlerde olan 15 saglikli

gonulliden olusan kontrol grubu yer aldi.

29



3.1.3 Kan alma ve serum hazirlama

Calismamizda agir sepsisli hastalardan alinan kanlar 1.grup,
septik soklu hastalardan alinan kanlar 2.grup ve kontrolden alinan kanlar
3. grup olarak planlanmigtir. 1. ve 2. grubumuzda kanlar hastalik tanisi
kondugu anlarda, 3.grubumuz kontrol grubundan da 10 cc biyokimya
tipune alindi. Tupler 4000 rpm'de 10 dk santrdj edilip serumlari ayrilarak
ependorflara konup etiketlendi. Daha sonra tum olgUmler igin serum

ornekleri -80°C’de analiz zamanina kadar muhafaza edildi.

3.2 Deneyler

3.2.1. Kullanilan reaktifler ve aletler

Tablo 3: Kullanilan reaktifler ve aletlerin gosterimi

Santrif(j (Sigma 2-5 Sartorius) izokratik sisteme sahip floresan detektorlii
yuksek basing¢li sivi kromatografisi (HPLC-
Shimadzu)

Hassas terazi (Shimadzu) Arastirma laboratuvarinda mevcut bulunan
ve biyokimyasal tetkikler icin gerekli olan

diger malzemeler (joje,pipet,tip...)

Vorteks (Heidolph Reax 2000) Micro plak okuyucu (Bio-tek ELX800)

Derin Dondurucu (Argelik 2020D) HPLC cihazi icin faz kolonu (C18)

pH metre (Jenway)
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3.3 Yontem

3.3.1. ADMA’'nin HPLC yontemiyle olcimu

ADMA ve SDMA’nin analizi HPLC yodntemiyle floresans
dedektorle dl¢uldl. Eureka ADMA kiti (100 testlik) kullanild.

Tablo 4: ADMA kitinin bilesenleri

Reaktif A : conditioning (kosullanma) solisyonu N° 1, 1X100 ml

Reaktif B : kosullanma solisyonu N° 2, 1X100 ml

Reaktif C : kosullanma soltisyonu N° 3, 1X100 ml

Reaktif D : dilusyon solusyonu, 1x100 ml

Reaktif E : yikama solusyonu N° 1, 1X100 ml

Reaktif F : yikama sollsyonu N° 2, 1X100 ml

Reaktif | : ayristirma soltsyonu 1X 100 ml

Reaktif J : baglama solisyonu 1X 5 ml

Reaktif L :derivatization (turevlendirme) sollsyonu, 1 X 4,6 mg

Reaktif N : tampon solusyonu N° 1, 1X 20 mi

Reaktif O : tampon sollisyonu N° 2, 1X 15 ml

Reaktif M : mobil faz,8 X 500 ml

Reaktif P : ADMA igin kimyasal standart kalibratér, 1 X 5 ml

Reaktif Q : SDMA igin kimyasal standart kalibratér , 1 X 5 ml

Reaktif R : Arjinin icin kimyasal standart kalibratér , 1 X 5 ml
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Tablo 5: ADMA i¢in HPLC sistemi parametreleri

Kolon C18 10 ym

Kolon dimensiyonu 125 mm x4 mm

Akis hizi 0,8 ml/dk

UV dedektoru Eksitasyon 420 nm- Emisyon 483 nm
Voltaj Orta

injeksiyon 5 saniye

injeksiyon hacmi 100 pl

Basing

Yaklasik 120 bar

3.3.1.1 Analitik prosedur

Tablo 6: ADMA calisma prosediirii

BASAMAK 1 Standart Numuneler
Reaktif D-solisyonu 1000 pl 1000 pl
seyreltildi
Reaktif P- kimyasal 400 pl /
standart solusyonu
seyreltildi.

Ornekler / 400 pl

10 ml’lik plastik tiplere kimyasal standart kalibratér ve numuneler konur

Kimyasal standart kalibratoér ve 6rneklerden

BASAMAK 2 1,4 ml dnceden hazirlanmis temizleme
kolonuna konur.
Temizleme kolonlarina 1,0 ml reaktif E —
BASAMAK 3

yikama sollsyonu N° 1 konur, sivi stizilerek
bosalir.
1,0 ml reaktif F - yikama sollsyonu N° 2

konur, sivi stzllerek bosalir ve kurulanir.
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BASAMAK 4 Temizleme kolonlarina 1,0 ml Reaktif I-

derisimi azaltma sollsyonu eklenir.

200 pl eluate (purifikasyon basamagindan)
BASAMAK 5 (Turevlendirme

prosediirii) 200 pl reaktif N -tampon sollsyonu

150 ul reaktif O- tampon sollisyonu

30 pl reaktif J —baslama sollisyonu
30 ul reaktif L — tirevlendirme sollsyonu
(rekonstitisyondan sonra) 1,5 ml'lik tuplere

pipetlenir ve vortekslenir.

BASAMAK 6
30 dakika 20 °C de inkubasyon

150 pl HPLC grade dH,0 eklenir ve 5 saniye
BASAMAK 7 vortekslenir. Basamak 5’te hazirlanan

solisyondan 100 pl sisteme enjekte edilir. Bu
basamaktan sonra érnekler 2-8'C’de 24 saat

bekleyebilir.

Bu islemlerden sonra HPLC sistemindeki pompa,
otosampler, firin ve bunlardan sonra da sistem kontrolor (SCL) power
dugmeleri acilir. Bilgisayarla baglanti kurulur, ADMA metodu segilerek
program c¢alistirilir. Numune c¢alismaya baslamadan 6nce sistemden
metanolll su gegcirilerek 15-20 dakika yikama yapilir. Daha sonra pompa
durdurularak ADMA mobil fazi takilir, sistem mobil fazla dolunca ADMA
kolonu takilir, 0,8 ml/dk’lik akis hizinda 15-20 dakikada mobil faz atiga
atilir. Injeksiyon hacmi 100 pl olarak kalibratér, normal ve anormal kontrol
okutularak cihaz ayarlanir. Numuneler okutulur. Calisma bittikten sonra
pompa durdurulur, kolon c¢ikartiir ve daha sonra mobil faz yerine

metonollU su takilarak sistem yikanarak temiz olarak kapatilir.
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ADMA kolonu takili iken g¢alisma esnasinda ¢ikan ADMA

pikinin ardindan hazirlanan yonteme uygun olarak SDMA piki de gozlenir.
Referans araliklart ADMA icin 0.369 umol/I-SDMA igin 0.29-0,63 pumol/I’dir.

3.3.2. Homosisteinin HPLC yontemiyle olcimii

Serum homosisteinini Olgcerken sdlfidril (tiol) gruplarina

spesifik ajanlarla kolon &ncesi

isaretleme (derivatizasyon) vyapilarak

floresans dedektorli sahip olgum yontemini kullanildi. Immunochrom
HPLC Homosistein kiti (100 testlik ) ile ¢alisildi.

3.3.2.1.Numune hazirlama:

Tablo 7: Homosistein ¢aligma prosediirii

Numune, kalibratér veya 50 pl
kontrol

internal standart 50 pl
Ayirma reaktifi 20 ul

Turevlendirme

100 pl Konularak 5-6 sn vortekslenir

10 dakika 60°C’de inkiibasyon icin bekletilir. Sonra hemen buzdolabinda sogutulur.

Cokelme

100 pl eklenerek 5-6 sn vortekslenir

2-8°C’de 5 dakika inklbasyon icin beklenir. 5 dakika 10000g’de santriflj yapilir
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Tablo 8: Homosistein i¢in HPLC sistemi parametreleri

Kolon C18 10 ym

Kolon dimensiyonu 125 mm x4 mm

Akis hizi 1,0 ml/dk

UV dedektoru Eksitasyon 385 nm- Emisyon 515 nm
Voltaj Orta

injeksiyon 5 dakika

injeksiyon hacmi 20 pl

Basing Yaklasik 100 bar

HPLC sistemindeki pompanin, otosamplerin, firinin ve
bunlardan sonra da SCL power dugmelerinden acilir. Bilgisayarla baglanti
kurulur, metodun altindan homosistein programi secilerek program
calistinlir. Numune ¢alismaya baslamadan once sistemden metanolli su
gegirilerek 15-20 dakika yikama yapilir. Daha sonra pompa durdurularak
homosistein mobil fazi takilir, sistem mobil fazla dolunca homosistein
kolonu takilir, 1.0’'lik akis hizinda 15-20 dakikada mobil faz atiga atilir.
injeksiyon volumii 20 pl olarak kalibratér, normal ve anormal kontrol
okutularak cihaz ayarlanir. Bu islemden sonra numuneler okutulur.
Calisma bittikten sonra pompa durdurulur, kolon gikartilir ve daha sonra
mobil faz yerine metonolli su takilarak sistem yikanarak temiz olarak

kapatilir.

Referans araliklar: 6-15 umol/l olarak bildiriimektedir.
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3.3.3. Nitrit-Nitrat diizevlerinin kolorimetrik deney kiti kullanilarak 6lcumu

Kontrol grubu ve hasta grubundan elde edilen serum
orneklerinde nitrit-nitrat dizeyleri colorimetrik deney kiti (Cayman chemical
Co.) kullanilarak dlgulmustir. Fizyolojik kogullarda NO hizla nitrit ve nitrata
okside olur. Deney prensibinde nitratin nitrite redlksiyonu sarttir ve
enzimatik reaksiyonla (Nitrat reduktaz) gerceklesir. Ortamdaki total nitrit
ise Griess 1 ve Griess 2 ile reaksiyon sonucu olusan mor renkli azo
bilesiginin 540 nm dalga boyunda d&lgllen absorbans degerleri ile

belirlenir.'??

Tablo 9: Nitrit-nitrat deney diizenegi

Kor Numune
Serum - 80 pl
Ultra saf su 80 I -
Kofaktor 10 pl 10 pl
Enzim (Nitrat rediktaz) 10 pl 10 pl

1 saat inklibasyon

Gres 1 sollsyonu 50 pl 50 pl

Gress 2 Solusyonu 50 pl 50 pl

10 dakika inktbasyonu takiben 540 nm okut.

36



Deneyde

standart olarak sodyum nitrat (0-35 pM)

kullanilmigtir. Grafikten elde edilen y=ax+b denklemine gobre serum

orneklerinde nitrit-nitrat dizeyleri hesaplanmistir.

Tablo 10: Nitrit—nitrat icin standart degerleri

STANDART ORTALAMA DEGER
0 0,17
5 0,84
10 1,53
15 217
20 2,64

ABSORBANS
e

NITRIT-NITRAT STANDART GRAFIGI

25

y = 0,1254x + 0,216
R? = 0,9954
O ‘ T T T T 1
0 5 10 15 20
KONSANTRASYON

Sekil 9: Nitrit-nitrat i¢in standart grafigi
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3.4. Sonuglarin Analizi

Verilerin analizi SPSS (Statistical Package for Social Science)
11.5 paket programinda yapildi. Hasta ve kontrol grubunda karsilasma
yapildi. Tanimlayici istatistikler ortalama + standart sapma bigiminde ifade
edildi. Gruplar arasinda laboratuvar olgumleri yonunden farkin énemliligi
Mann Whitney U testi ve Wilcoxon Isaret testi kullanilarak arastirildi.

Sonuglar istatistiksel olarak p<0.05 degerinde anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada, agir sepsis ve septik sok tanisi almis hasta
gruplarinda ADMA, SDMA, homosistein ve NO duzeylerine bakilarak

aralarindaki iligski kontrol grubu ile karsilastirilarak incelenmistir.

4.1 Kontrol, Agir Sepsis ve Septik Soklu Hastalarda ADMA Seviyeleri

Sekil 10'da agir sepsisli hasta grubuna ait ADMA ve SDMA
sonu¢ kromotogrami gdsterilmektedir. Sekil 11’da septik soklu hastaya ait
ADMA ve SDMA sonu¢ kromotogram gosteriimektedir. Sekil 12’'de

kontrole ait ADMA ve SDMA sonu¢ kromotogram gosterilmektedir.

Chromatogram
| CALabSolutionstADMAV_L_9. e

\
Sa0000

= | (R

| DetA Chl/420nm - 483nm

Sekil 10: Agir sepsisli hastaya ait ADMA-SDMA kromotogrami
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Chromatogrm
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Sekil 11: Septik soklu hastaya ait ADMA-SDMA kromotogrami
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Chrom atogram
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1AM A EXTN| 302

otal

Sekil 12: Kontrole ait ADMA-SDMA kromotogrami

Gruplara ait (kontrol-agir sepsis, kontrol-septik sok ve agir
sepsis-septik sok) ADMA p degerleri tablo 11’de verilmistir. Gruplara ait
ADMA ortalamatstandart sapma degerleri tablo 12'de verilmistir. Bu
sonuglara gore kontrol ve agir sepsisli hasta grubu, kontrol grubu septik
sok hasta grubu ve agir sepsis-septik sok hasta grubu arasinda anlamli
bir fark bulunmamistir (p>0,05). ADMA seviyelerinde anlamli bir artig
g6zlenmemistir (Sekil 13).
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Tablo 11: ADMA sonuglari i¢in p degerleri

GRUPLAR p DEGERLERI
KONTROL GRUBU-AGIR 0,843

SEPSISLI HASTA GRUBU

KONTROL GRUBU-
SEPTIK SOKLU HASTA 0,446
GRUBU

AGIR SEPSISLI HASTA

GRUBU-SEPTIK SOKLU 0,583

HASTA GRUBU

Tablo 12: ADMA sonuglan igin kontrol ve hasta gruplan arasindaki
ortalamaztstandart sapma degerleri

GRUPLAR ORTALAMA+ STANDART
SAPMA
KONTROL GRUBU 0,468+0,026
AGIR SEPSISLI HASTA
0,490+0,074
GRUBU
SEPTIK SOKLU HASTA
0,428+0,047
GRUBU
ADMA
0,600 +
_ 0,500 + T
£ 0,400 - i
o
S 0,300 -
=< 0,200 -
£
0,100 +
0,000
Kontrol Sepsis Septik sok

Gruplar

Sekil 13: Kontrol ve hasta gruplari arasinda ADMA 6lgiimiiniin istatistiksel siitun

grafigi
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4.2 Kontrol, Agir Sepsis ve Septik Soklu Hastalarda SDMA Seviyeleri

Sekil 10'da agir sepsisli hastaya ait SDMA’nin sonug
kromotogrami goOsterilmektedir. Sekil 11’da septik soklu hastaya ait
SDMA’nin sonug¢ kromotogrami gosterilmektedir. Sekil 12’de kontrol
grubuna ait SDMA’'nin sonug¢ kromotogram godsterilmektedir. Gruplara ait
(kontrol-agir sepsis, kontrol-septik sok ve agir sepsis-septik sok) SDMA
sonuglari igin tablo 13'de p degerleri verilmistir. Gruplara ait SDMA
ortalamazstandart sapma tablo 14’de verilmistir. Bu sonuglara goére
kontrol-agir sepsisli hasta grubu, kontrol-septik soklu hasta grubu ve agir
sepsis-septik soklu hasta grup arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(p<0,05) (sekil 14).

Tablo 13: SDMA sonuglari i¢in p degerleri

GRUPLAR p DEGERLERI

KONTROL GRUBU-AGIR

- 0,017
SEPSISLI HASTA GRUBU

KONTROL GRUBU-
SEPTIK SOKLU HASTA 0
GRUBU

AGIR SEPSISLI HASTA
GRUBU-SEPTIK SOKLU 0,017
HASTA GRUBU
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Tablo 14: SDMA i¢in kontrol ve hasta gruplari arasindaki ortalamatstandart sapma
degerleri

GRUPLAR ORTALAMA+ STANDART
SAPMA
KONTROL GRUBU 0,191+0,018
AGIR SEPSISLI HASTA
0,443%0,095
GRUBU
SEPTIK SOKLU HASTA
1,7130,335
GRUBU
SDMA
2,500 -
— 2,000 - T
£
© 1,500 -
§
£ 1,000 -
E 0,500 -
0,000
Kontrol Sepsis Septik sok
Gruplar

Sekil 14: Kontrol ve hasta gruplari arasinda SDMA 6l¢iimiiniin istatistiksel siitun

grafigi
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4.3 Kontrol, Agir Sepsis ve Septik Soklu Hastalarda Homosistein
Seviyeleri

Sekil 15'te agir sepsisli hastaya ait homosistein sonug
kromotogrami gosterilmektedir. Sekil 16’da septik soklu hastaya ait
homosistein sonug kromotogrami gdsterilmektedir. Sekil 17°de  kontrol

grubuna ait homosistein sonu¢ kromotogram gosterilmektedir.

Chromatogram

i 3 CiDecuments and Settingsihple-2'BelpelerimHOMOSIS TEM
v

0.0

o 20000 T T =
| | B 5
| " |1:-
|
|| !
1 |
1 CHO
I
[| B - - = - b
i = AT S 1DetA Chl
LIRY; 25 5.0 1.5 10.0
; min
I DetA Chl ! 386nm - 316nm
PeakTable
Detector A Chl 386nm - 5 16am
Peak? | Ret Time | Meme — Come. |
[ 4.7 HOMOSISTEIN 121600
gt 6307/ ISTD__
Tutal

Sekil 15: Agir sepsisli hastaya ait homosistein sonug kromotogrami
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Chromatogram
17 CDocuments end Scl‘tings"d'lpl:-l%Bﬁtg&IEr‘im‘.HGMD.‘ilS’l’E]N'-.
Y 00 —————— - -

10000 ‘

&
5908

IR =3 1, e ©
00 5 50 75 100

min
i DetAChl/3860m - 516nm

PeakTable
Detector A Chl 3860m - 516nm e
[ Peak¥ | Ret.Time | Name e | Conc.
T 4.520 HOMOSISTEIN e | 106.513|
2| 5,008 ISTD B | 0.000)
[ Towl | |

Sekil 16: Septik soklu hastaya ait homosistein sonu¢ kromotogrami
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Chromatogram i
1 CiDacuments and Settingsthple-2'BelgelerimHOMOSES TEIMHST20100900] lod

Y 20000 ——————— T

4541
6,365

{ | 1DeeA Chi

5.0 7.3 10.0
in

L

0.0 2,

PeakTable
Detector A Chl 386nm - 3160m S L
| Peak# Ret.Time | MName | Conc. |
' 1 4.941 HOMOS | S 7.246

Sekil 17: Kontrole ait homosistein sonu¢ kromotogrami

Gruplara ait (kontrol-agir sepsis, kontrol-septik sok ve agir
sepsis-septik sok) homosistein p dederleri tablo 15’te verilmistir. Gruplara
ait Gruplara ait homosistein ortalamatstandart sapma degerleri tablo
16’da verilmistir. Bu sonugclara gore kontrol-agir sepsisli hasta grubunda
ve kontrol-septik soklu hasta grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(p<0,05). Agir sepsisli ve septik sok grubu arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0,05) (Sekil 18).
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Tablo 15: Homosistein sonuglari i¢in p degerleri

GRUPLAR p DEGERLERI
KONTROL GRUBU-AGIR
SEPSISLI HASTA GRUBU
KONTROL GRUBU-
SEPTIK SOKLU HASTA 0
GRUBU
AGIR SEPSISLI HASTA
GRUBU-SEPTIK SOKLU 0,065
HASTA GRUBU

0,001

Tablo 16: Kontrol ve hasta gruplari arasindaki ortalamatstandart sapma degerleri

GRUPLAR ORTALAMAL STANDART
SAPMA
KONTROL GRUBU 9,00+1,92
AGIR SEPSISLI HASTA
38,46+7,83
GRUBU
SEPTIK SOKLU HASTA
23,90+3,15
GRUBU

HOMOSISTEIN
50 -
40
30 -
20 -

F

mikromol/l

10 +

Kontrol Sepsis Septik sok

Gruplar

Sekil 18: Kontrol ve hasta gruplarn arasinda HOMOSISTEIN élgiimiiniin istatistiksel

situn grafigi
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4.3 Kontrol, Agir Sepsis ve Septik Soklu Hastalarda Nitrit-Nitrat

Seviyeleri

Gruplara ait (kontrol-agir sepsis, kontrol-septik sok ve agir
sepsis-septik sok) nitrit-nitrat p degerleri tablo 17°de verilmistir. Gruplara
ait nitrit-nitrat ortalamazstandart sapma degerleri tablo 18’de verilmigtir. Bu
sonuglara gore kontrol grubu ile septik soklu hasta grubu arasinda anlamli
bir fark bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubu-agir sepsisli hasta grubu ile
agir sepsisli hasta grubu-septik sok grubu arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0,05) (Sekil 19).

Tablo 17: Nitrit-nitrat sonuglari i¢in p degerleri

GRUPLAR p DEGERLERI

KONTROL GRUBU-AGIR

- 0,082
SEPSISLI HASTA GRUBU

KONTROL GRUBU-
SEPTIK SOKLU HASTA 0
GRUBU

AGIR SEPSISLI HASTA
GRUBU-SEPTIK SOKLU 0,453
HASTA GRUBU

Tablo 18: Kontrol ve hasta gruplari arasindaki ortalamatstandart sapma degerleri

GRUPLAR ORTALAMAL STANDART
SAPMA
KONTROL GRUBU 1,3210,16
AGIR SEPSISLI HASTA
3,05+0,77
GRUBU
SEPTIK SOKLU HASTA
3,26+0,35
GRUBU
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NITRIT-NITRAT

mikromol/l
N
Il

Kontrol Sepsis Septik sok

Gruplar

Sekil 19: Kontrol ve hasta gruplari arasinda NO o6l¢iimiiniin istatistiksel siitun

grafigi

Tablo 19: Tum caligilan parametrelerin ve gruplarin sonuglarinin kargilagtiriimasi

ile ortalamatxstandart hata ve p degerleri

~ - - - kI
Parametreler Kontrol Grubu Agir Sepsisli Septik Soklu

Hasta Grubu

Hasta Grubu

ADMA 0,468+0,026 0,49040,074 0,428+0,047
p degeri 0,843 0,583 0,446
SDMA 0,191+0,018 0,443+0,095 1,71310,335
p degeri 0,017 0,017 0
Homosistein 9,00+1,92 38,46+7,83 23,90+3,15
p degeri 0,001 0,065 0
Nitrit-nitrat 1,32+0,16 3,05+0,77 3,26+0,35
p degeri 0,082 0 0,453
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5. TARTISMA VE SONUC

inflamasyon, inflamatuar bir stimulusa cevap olarak elde
edilen dinamik olaylar zinciridir. inflamasyon alaninda vazodilatasyonu
takiben kan akimi degisiklikleri, damar permeabilite artisi, 6dem sivisi
olusumu, lokal I6kosit birikimi gb6zlenir. Vazodilatasyon, vaskuler
permeabilitedeki degisim ve ekstravazasyon, |0kosit migrasyonu gibi infla-

masyonla beraber giden olaylarda NO énemli rol oynar.”

Sepsis, bircok sistemi tutan, Ozellikle hemodinamik
degisikliklere yol acan, sok, organ fonksiyon bozuklugu ve organ
yetmezligine kadar giden oldurtcli bir infeksiyon hastaligidir. Sepsiste
hedef organ damar endotelidir ve hemen hemen butin mediyatorier

damarlar tzerine etkilidir.

Endotel disfonksiyonunun baslica sebebi azalan NO’nun
biyovarligidir. NO, L-argininden NOS yoluyla vaskuler endotelden Uretilen
potent biyolojik bir vazodilatatordir. Vaskuler hastaliklarda, NO’nun
biyovarligi eNOS’'un NO Uretmesi ve/veya artan oksidatif stres nedeni ile
NO parcalanmasi gibi birgok mekanizma tarafindan bozulabilir. eNOS’un
inaktivatora NO’in endojen inhibitori olan ADMA’nin yuksek plazma
degerleri ile iligkilidir.> ADMA’nin endotelyal fonksiyon bozuklugunda ve
koroner kalp hastaliinda yeni bagimsiz bir risk faktori oldugu o6ne

strtimastir.*
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ADMA'nIn, hicresel stres (6rnegin hipoksi) gibi durumlarda
arttig1 gosterilmistir. Hipoksi de hemorajik sokun en karakteristik 6zelligidir.
ADMA duzeylerinin hemorajik sokta yukseldigi gorulmustar. Siddetli
hemoraji durumunda olusan oliglriden dolayr azalmis driner atilim
nedeniyle ADMA seviyeleri artar. Bu sok tablosu igcerisinde ADMA birikimi
nedeniyle Arjinin-NO yolaginin bozulmasindan dolayr bir fizyolojik
mekanizma olarak akut hipovolemide sistemik kan basincini
dizenleyebilecegi Aneman ve ark. tarafindan yapilan c¢alismalar
sonucunda 6nerilmistir.’"'® Son yillarda ADMA'nin NO sentezinin

regulasyonunda 6nemli rol oynayabilecegini gostermistir.

Valance ve arkadaslan tarafindan 1992°de ADMA'nin
bulunmasindan sonra yapilan arastirmalar, ADMA dizeylerindeki artigin
endotel disfonksiyonu ile iligkili oldugunu ve ADMA’nin bir kardiyovaskuler
risk faktorii olarak nitelendirilebilenecegini bildirmislerdir.®* ADMA plazma
dizeyi 10 uM miktarlarinda oldugunda endotel bagimli vazodilatasyonu ve
vaskiiler dokuda bulunan NOS'u inhibe eder.””®" Bizim calismamizda bu
calismadan farkli olarak septik soklu hastalarla c¢alisiimis ve bu
grubumuzda ADMA seviyelerinde anlamli bir artis gdzlenmemistir.
(p>0,05) ADMA artisini bu hastalik grubunda etkileyen baska faktorler
olabilir. Septik soklu hastalarda artan NO seviyelerine karsi inhibitor
etkisiyle ADMA seviyelerinde de bir artis beklenmektir. Ancak ADMA
endotel hicrelerinde NO sentezini etkileyebilecek kadar Uretiimektedir
ancak hangi faktorlerin hangi mekanizma ile ADMA duzeylerini etkiledigi

hentiz bilinmemektedir. %

Nijveldt ve calisma arkadaslari yogun bakim hastalarinin
Uzerinde yaptiklari ¢alismada ADMA’nin ¢ok gugli bir prediktor oldugunu

belirlemisler. Yodun bakim Unitelerindeki ciddi organ disfonksiyonu
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yuzinden yatan hastalarda hastalarin plazma ADMA duzeyleri belirlenmis
ve ADMA seviyesi en yuksek ceyrekteki hastalarin mortalite orani en
dusuk ceyrekteki hastalarin mortalite oranindan 17 kat fazla oldugunu
goOstermiglerdir. ADMA duzeyleri mortalite agisindan bagimsiz olarak artan

bir belirleyici olarak belirtilmistir.2*""

SDMA, ADMA’nin inaktif yapisal bir izomeridir ve ADMA’nin

aksine NOS inhibisyonu yapmaz.?>? Aslinda L-arjinin, ADMA ve SDMA
hlcre icine giris icin ortak vyollari kullanirlar. Boylece, ylksek plazma
SDMA konsantrasyonu hucre igine alimda, L-arjininin ile yarisarak dolayl
olarak NO (iretimini azaltabilir."® Ueda ve ark.’nin 2007'de yaptiklari
calismada da, SDMA’ nin NOS Uzerinde inhibitdr etkisinin olmadigini
belirtmiglerdir fakat arjinin ve ADMA ile hicre giris yolunu etkileyerek NO
iretim hizinda dolayli yoldan etkisi oldugunu belirtmislerdir.'?109121.123.124
Bizim calismamizda da hasta grubunda kontrol grubuna oranla anlamli
derecede yukselme goézlenmistir. (p<0,05) Bu durum SDMA’nin dolayl da

olsa artan NO’nun uretim hizini etkileyebilecegini gosterilmistir.

iINOS ile NO asin Uretiminin  sepsisteki sistemik
vazodilatasyondan sorumlu major makanizma oldugu diistinilmektedir.>®
Smith ve ark.’nin 20 sepsis 3 travma yogun bakim hastasi, 29 kontrol
grubu ile yaptiklari galismada idrar nitrat-nitrit konsantrasyonlari travma ve
kontrol grubu ile karsilastirildiginda yiiksektir.*® Septik sokta gdzlenen
kontraktil ajanlara vaskller yanit azligi, hipotansiyon ve miyokard
depresyonu tablosundan asirt NO Uretimi sorumlu tutulmaktadir.’®
Sepsisin klinik en dnemli bulgusu periferik vaskuler tonusun belirgin olarak
azalmasidir. Sepsis ve inflamasyonda iNOS enziminin tetiklenmesi

sonucunda NO uretimi artar ve sepsis sirasindaki periferik vaskuiler tonus
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degisikliklerinden sorumludur. Travma durumunda ise ekstrahepatik

arginaz | ekspresyonu ve aktivasyonu artarken NO sentezi azalir.*’

Preiser ve ark. 16 yanik ve 6 kontrol ile yaptiklari ¢galismada
yanik sonrasi sepsis gelisen hastalarda plazma nitrit-nitrat

konsantrasyonlari sepsis gériilmeyen hastalardan daha yiiksektir.™"

Hanan ve ark.’nin ratlarda endotoksinle olusturduklari septik
sokta beyin dokusunda yaptiklari incelemede nitrit-nitrat miktarinin anlamli

derecede arttigini bildirmektedirler.'®

Evans ve ark. yaptiklari degisik calismalarda septik soklu
plazmalarinda nitrat konsantrasyonlarinin arttigini gézlemlemislerdir. Bu
arastiricilar septisemi sonucu iINOS aktivitesinin artmasiyla NO’in fazla
uretildigini ve bu artan NO’in vazodilatasyona, miyokardiyal fonksiyon
bozukluklarina neden oldugunu ve bunun yaninda plazma nitrat miktarinin

artisina neden oldugunu géstermislerdir.’?

Sepsisli hastalarda, damar gerginliginde bir azalma ile
birlikte, idrarda NO’in parcalanma UrUnleri olan nitrit ve nitrat miktarindaki
artig, septik sokta kalp-damar sisteminde meydana gelen degisimlerin NO
kaynakli oldugunu dusundirmustir. Yapilan c¢alismalar sonucunda,
endotoksinlerin baglangi¢ta endoteliyal cNOS kaynakli NO ve ardindan da
fazla miktarda iINOS kaynakli NO salinimina neden olarak hipotansiyon
meydana getirdigi belilenmistir.** Gram (-) bakteriyel infeksiyonlarda,
bakteri hicre duvarinin polisakkarit komponentleri iINOS’u uyararak asiri

NO yapimina bagli siddetli hipotansiyon, sok ve 6lime neden olabilir, NOS
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inhibitorleri hipotansiyonu geri dondurebilir. NOS inhibitorleri doza bagl
olarak inflamasyondaki 6dem ve vaskuler permeabilite artisini dnler. Halen
kesin bulgu ve korelasyon bulunamamistir.® Bizim calismamizda da septik
soklu hasta grubunda nitrit-nitrat seviyelerinde anlamli bir artis
g6zlenmistir. (p<0,05) Bunun aksine agir sepsisli hasta grubunda nitrit-
nitrat seviyelerinde anlamli bir artis gdzlenmemistir. Kesin bir bulgu
olmamasi ve mekanizmanin tam anlagilamamasi yorum yapmamizi

kisitlamaktadir.

Homosisteinin  NO dretimini etkiledigi bilinen bir konu
olmasina ragmen mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir ve arastirma
gruplari birbiri ile gelisen sonuclar elde etmiglerdir. Homosisteinin NO
sentezini arttirdigini gdsteren c¢alismalarin yani sira homosisteinin NO
sentaz aktivitesine etki etmeden, NO duzeyini azalttidi bulgular da
mevcuttur.”®  Hiperhomosisteineminin  endotel  bozuklugunu  hangi
mekanizma ile gerceklestirdigi acikhiga kavusmamistir.?*  Yiksek
homosistein dlzeyi, endotel disfonksiyonuna ve ateroskleroz gelisimine
yol acmasi nedeniyle koroner hastaliklarda bagimsiz bir risk faktorl
oldugu belirtilmistir.® Homosistein, deneysel hayvan modellerinde ve in
vitro olarak endotel fonksiyonunu bozmaktadir.®®> Bizim calismamizda
hasta gruplari arasinda anlamh bir fark bulunmazken, (p>0,05) agir
sepsisli ve septik soklu hastalarda kontrol grubuna oranla homosistein
dluzeyleri anlaml derecede ylksek bulunmustur. (p<0,05) Bu yukselme
sepsisli hastalarda endotel disfonksiyona bagli olabilir. Kesin bir bulgu
olmamasi homosistein seviyelerindeki artisin baska nedenlere de bagli

olabilir mi sorusunu akla getirmektedir.
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inflamasyon sonucu gelisen agir sepsis ve septik sok
hastalarinda serum NO, homosistein, ADMA ve SDMA duzeylerindeki
degisim incelendiginde, bulgularimiz diger ¢alismalarla karsilastiriidiginda
yukari belirtildigi gibi benzer ve farkl sonuglar goézlendi. Daha fazla sayida
hasta grubu igeren arastirmalarin yapilmasi ile daha guvenilir bilgilere

ulasilacaktir.
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6. OZET

Sepsis ve septik sok, cerrahi ve dahiliye yogun bakim
Unitelerinde en sik goérilen 6lum nedenidir. Sepsiste inflamatuvar yanitta
rol oynayan mediyatorler ¢esitli yollarla birbirleriyle etkilesirler ve vazoaktif
NO’nun artisina neden olurlar. ADMA, insanda NO biyosentezinin major
inhibitorudur. SDMA, ADMA'nin inaktif yapisal bir izomeridir ve NOS
inhibisyonu yapmaz. Yuksek plazma SDMA konsantrasyonu hicre igine
alimda, L-arjininin ile yarisarak dolayli olarak NO dretimini azaltabilir.
Homosistein artisinin ise NO sentezinin azalmasina, akut ve kronik
endotel fonksiyon bozukluguna, ayni zamanda ADMA birikimi ve NOS

inhibisyonuna yol actigi bildiriimektedir.

Calismamizda inflamasyon sonucu gelisen agir sepsis ve
septik soklu hastalarda serum ADMA, SDMA ve homosistein
duzeylerindeki degisim HPLC yontemi (Eureka kit) ile nitrit-nitrat

duzeylerindeki degisim Griess yontemi ile kolorimetrik olarak dlguldu.

Sonuglarimiza goére agir sepsisli ve septik soklu hasta
grubunda SDMA, nitrit-nitrat ve homosistein degerleri kontrol grubuna
oranla yuksek gozlendi. Bu artis SDMA ve homosisteinde her iki hasta
grubunda istatistiksel olarak anlamli iken (p<0,05) nitrit-nitrat degerlerinde
sadece septik soklu hasta grubunda anlamli bulunmustur (p<0,05). Agir
sepsisli hasta grubu ile septik soklu hasta grubu karsilastiniidiginda
sadece SDMA degerleri arasinda istatistiksel olarak anlam bulunmustur
(p<0,05). ADMA degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda kontrol ve

gruplar arasinda anlamli fark gdzlenememigtir (p>0,05).
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Bu parametrelerin agir sepsis ve septik soklu hastalarda
tanlyr destekleme ve prognozu belirlemede vyararli olabilecegdini

dustinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: agir sepsis, septik sok, asimetrik

dimetilarjinin, simetrik dimetilarjinin, homosistein, nitrik oksit
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7. SUMMARY

Sepsis and septic shock, surgary and medical intensive care
unit shock and the most common causes of death. The role inflammatory
mediators in sesponse to variety of ways they interact with each other. NO
causes an increase in vasuactive ADMA, NO biosynthesis is the major
inhibitor in human. SDMA, ADMA is a structural isomer inactive and NOS
inhibition does not. In take into the cell a high concentration of plasma
SDMA, L-arginine with the race to reduce NO production indirectly. If
the increase in homosistein decreased NO synthesis in acute and chronic
dysfunction endotelium, ADMA and NOS inhibition also caused the

accumulation has been reported.

In our study, as a result of heavy inflammation in patients
with severe sepsis and changes in homocysteine, ADMA and SDMA
levels by HPLC (Eureka kit) together with changes in nitrite-nitrate levels

were measured by Griess method and as colorimetric.

According to our results in patients with severe sepsis and
septic shock SDMA, nitrite-nitrate and homocysteine higher than control
group. In increase, in patients with severe sepsis and septic shock SDMA
and homocysteine as in both patient groups was statistically significant
(p<0,05) nitrite-nitrate levels were significant only in patients with septic
shock (p<0,05). Septic shock patients with severe sepsis compared with
patients only SDMA was found between the values of means is statistically
(p<0,05). ADMA levels compared to controls and statistically significant

difference between groups was observed (p>0,05).
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We are suggesting that these parameters should help in
diagnosis and prognosis of the patients having severe sepsis and septic

shock.

Key words: Severe sepsis, septic shock, asymmetric

dymethlyarginine, symmetric dymethlyarginine, homocysteine, nitric oxide

60



8. KAYNAKLAR

1. Alderton WK, Cooper CE, Knowles RG. Nitric oxide synthases:
structure, function and inhibition. Biochem. J. 357, 593-615, 2001.

2. Murphy SL. Deaths: final data for 1998. National Vital Statistics Report.
2000 24;48:1-105.

3. Martin GS, Mannino DM, Eaton S, Moss M. The epidemiology of sepsis
in the United States from 1979 through 2000. N Engl J Med. 2003 17;
348:1546-54.

4-Moncada S, Higgs A. The L-arginine-nitric oxide pathway. N Engl J Med
1993;329:2002-12.

5. Bone RC, Sibbald WJ, Sprung CL. The ACCP-SCCM consensus
conference on sepsis and organ failure. Chest. 1992 : 101 (6): 1481-3

6. Levy MM, Fink MP, Marshall JC, Abraham E, et al. 2001
SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS International Sepsis Definitions
Conference. Crit Care Med. 2003; 31 (4): 1250-6

7. Anane D, Bellissant E, Cavaillon JM. Septic shock. Lancet. 2005; 365
(9453)

8. Boushey CJ, Beresford SA, Omenn GS, Motulsky AG. A quantitative
assessment of plasma homocysteine as a risk factor for vascular disease.
Probable benefits of increasing folic acid intakes. JAMA 1995; 274: 1049-
57.

61



9.Nitrik oksit donérleri ve inhibitorleri(internet); www.ctf.edu.tr/farma/no.pdf

10. Tsiotou AG, Sakorafas GH, Anagnostopoulos G, Bramis J. Septic
shock;current pathogenetic concepts from a clinical perspective. Med Sci
Monit 2005;11(3):RA76-85.

11. Wang G, O K. Homocysteine stimulates the expression of monocyte
chemoattractant protein-1 receptor (CCR2) in human monocytes: possible

involvement of oxygen free radicals. Biochem J. 2001; 357: 233-240.

12. Cooke JP: Does ADMA cause endothelial dysfunction?
Arterioscler Thromb Vasc Biol 20:2032.-2037, 2000.

13. Boger RH: The emerging role of asymmetric dimethylarginine as a
novel cardiovascular risk factor. Cardiovascular Research 59: 824 — 833,
2003.

14. Chan NN, Chan JCN: Asymmetric dimethylarginine (ADMA) : a
potential link between endothelial dysfunction and cardiovascular

diseases in insulin resistance syndrome? Diabetologia 45: 1609 —
1616, 2002.

15. Bone RC. The patogenesis of sepsis. Ann Intern Med 19991;115:457.

16. American College of Chest Physicians/ Society of Critical Care
Medicine Concensus Conference Committee. Definitions for sepsis and
organ failure and guidelines for the use of innovative therapies in sepsis.
Chest 1992; 101: 1644.

17. Bone RC. Gram-positive organisms and sepsis. Arch Intern Med
1994;154:26.24

62



18. Weinstein MP, Towns ML, Quartery SM et al. The clinical significance
of positive blood cultures in the 1990s; A prospective comprehensive
evaluation of microbiology, epidemiology, and outcome of bacteremia and
fungemia in adults. Clin Infect Dis 1997; 24:584.

19. Uzun O, Akalin HE, Hayran M, Unal S. Factors influencing prognosis
in bacteremia due to gram-negative organism: evaluation fo 448 episods
in a Turkish University Hospital. Clin Infect Dis 1992; 15:866.

20. Fourrier F, Chopin C. Goudemand J, et al. Septic shock, multiple
organ failure, and disseminated intravascular coagulation. Chest 1992;
101: 816-822.

21. Wenzel RP, Pinsky MR, Ulevitc RJ, Young L. Current understanding of
sepsis. Clin Infect Dis 1996; 22: 407.

22. Radi R, Beckman JS, Bush KM, Freeman BA. Peroxynitrite oxidation
of sulfhydryls. The cytotoxic potential of superoxide and nitric oxide. J Biol
Chem 1991; 266: 4244-4250.

23. Upchurch GR Jr, Welch GN, Fabian AJ, Pigazzi A, Keaney JF Jr,
Loscalzo J. Stimulation of endothelial nitric oxide production by
homocyst(e)ine. Atherosclerosis 1997; 132: 177-185.

24. Zhang XH. Effects of homocysteine on endothelial NO production. Am.
J. Physiol.-Renal Physiol 2000; 279: F671-F678.

25. Cohen J. The immunopathogenesis of sepsis. Nature 2002;420:885-

91. Hotchkiss RS, Karl IE. The Pathophysiology and treatment of sepsis.N
Engl J Med 2003;348/2:138-150.

63



26. Hofmann MA, Lalla E, Lu Y, Gleason MR, Wolf BM, Tanji N, Ferran LJ
Jr,, Kohl B, Rao V, Kisiel W, Stern DM, Schmidt AM.
Hyperhomocysteinemia enhances vascular inflammation and accelerates

atherosclerosis in a murine model. J Clin Invest. 2001; 107: 675-683.

27. Coleman, J.W., 2001. Nitric oxide in immunity and inflammation. Int.
Immunopharmacol. 1(8), 13971406

28. Cavaillon JM, Adib-Conquy M, Fitting C, Adrie C, Payen D. Cytokine
cascade in sepsis. Scand J Infect Dis 2003;35(9):535-44.

29. Cooke J.P., Dzau V.J., Derangements of the nitric oxide synthase
pathway, L-Arginine, and cardiovascuiar diseases. Circuiation.,1997; 96:
379-382.

30. Gensini  G.F., Comeglio M., Colella A., Classical risk factors and
emerging elements in the risk profile for coronary artery disease. Eur.
Heart J.,1998; 19 {Suppl A): A53-A61

31. Yorganci K. Sepsis patofizyolojisi Yogun Bakim Dergisi 2005;5(2):80-
84.

32. Klahr S: Role of Arachidonic acid metabolites in acut renal failure and
sepsis. Nephrol and Dialysis Trans 1999; 8:64-68.

33. Day NP, Phu NH, Mai N et al. Effects of dopamine and epinephrine

infusions on renal hemodynamics in severe sepsis. Crit Care Med 2000;
28: 1353-1362.

64



34. Moncada S, Palmer RMJ, Higgs EA. Biosynthesis of nitric oxide from
L-arginin: A pathway for the regulation of cell function and communication.
Biochem pharmacol 1989; 38:1709-15.

35. Palmer RMJ, Moncada S. A novel citrulline-forming enzyme implicated
in the formation of nitric oxide by vasculer endothelial cells. Biochem.
Biophys. Res. Commun.1989; 158: 348-52.

36. Grisham MB. Reactive metabolites of oxygen and nitrogen in biology

and medicine. Biochem. Biophys. Res. Commun 1997; 169: 70-5.

37. Lowenstein CJ, Dinerman JL, Snyder SH. Nitric oxide: A physiologic
messenger. Ann. Intern. Med 1994, 120: 227-37.

38. Yallampalli DVM, Smith MB, Sharon MS. Steroid hormones modulate
the production of NO and cGMP in the rat uterus. Endocrinology 1994;
134(4):1971-4.

39. Marletta MA. Mammalian synthesis of nitrite, nitrate, nitric oxide and N-
Nitrosatingagents. Chem Res Toxicol 1987;249-57.

40. Toutouzas P.C.: Nitric oxide synthesis in atheroselerosis. Eur. Heart
J., 1998;19: 1504-1511.

41. Richard K. Nitric oxide synthases. The Biochemist.Nov.1994;16(5):3-6.

42. Marletta MA. Nitric oxide synthase structure and mechanism.The J.
Biol. Chem. 1993; 268 (17): 12231-4.

65



43. Knowles RG, Moncada S. Nitric oxide synthases in mammals.
Biochem J. 1994; 298: 249-58.

44. Moncada S, Palmer RMJ, Higgs A. Nitric oxide: Physiology,
pathophysiology and pharmacology. Pharm Rev 1991; 43: 109-41.

45. R. Phillip Dellinger, Mitchell M. Levy, Jean M. Carlet, Julian Bion,
Margaret M. Parker, Roman Jaeschke, Konrad Reinhart, Derek C. Angus,
Christian Brun-Buisson, Richard Beale, Thierry Calandra, Jean-Francois
Dhainaut, Herwig Gerlach, Maurene Harvey, John J. Marini, John
Marshall,Marco Ranieri, Graham Ramsay, Jonathan Sevransky, B. Taylor
Thompson, Sean Townsend, Jeffrey S. Vender, Janice L. Zimmerman,
Jean-Louis Vincent, PhD; for the International Surviving Sepsis Campaign
Guidelines  Committee,Surviving  Sepsis Campaign: International

guidelines for management of severe sepsis and septic shock: 2008

46. O'Dwyer MJ, Dempsey F, Crowley V, Kelleher D, McManus R, Ryan
T: Septic shock is correlated with asymmetrical dimethyl arginine levels,
which may be influenced by a polymorphism in the dimethylarginine
dimethylaminohydrolase Il gene: a prospective observational study. Crit
Care 2006, 10:R139.

47. Snygg J, Fandriks L, Bengtsson J, Holm M, Pettersson A, Aneman A.
Jejunal luminal nitric oxide during severe hypovolemia and sepsis in
anesthetized pigs. Intensive Care Med 2001;27:1807-13

48. Smith LM, Cuthbertson B, Harvie J, Webster N, Robins S, Ralston SH.

Increased bone resorption in the critically ill: association with sepsis and
increased nitric oxide production. Crit Care Med 2002;30:837-40.

66



49. Upchurch GR Jr, Welch GN, Fabian AJ, Pigazzi A ,Keaney JF Jr,
Loscalzo J. Stimulation of endothelial nitric oxide production by
homocyst(e)ine.Atherosclerosis 1997; 132: 177-185.

50. Synder SH. Nitric oxide and neurons. Curr. Opin. Neurobiol 1992; 2:
323-38.

51. Starkebaum G, Harlan JM. Endothelial cell injury due to copper
catalyzed hydrogen peroxide generation from homocysteine. J Clin Invest
1986;77:1370-1376.

52. Boger RH. Asymmetric dimethylarginine (ADMA): a novel risk marker
in cardiovascular medicine and beyond. Ann Med 2006;38(2):126-36.

53. Lang D, Kredan MB, Moat SJ et al. Homocysteine-induced inhibition of
endothelium-dependent relaxation in rabbit aorta: role for superoxide
anions. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2000;20:422—427.

54. Lentz SR, Rodionov RN, Dayal S. Hyperhomocysteinemia, endothelial
dysfunction and cardiovascular risk: the potential role of ADMA.
Atherosclerosis Supplements 2003; 4: 61-65.

55. Mark F. McCarty. Medical Hypotheses 2004;63: 699—708.

56. De Groot PG, Willems C, Boers GHJ, Gonsalves MD, van Aken WG,
van Mourik JA. Endothelial cell dysfunction in homocystinuria. Eur J Clin
Invest 13: 405- 410, 1983

57. Nijveldt RJ, Teerlink T, van Leeuwen PA: The asymmetrical
dimethylarginine (ADMA)-multiple organ failure hypothesis. Clin Nutr 2003,
22:99-104.

67



58. Lopez A, Lorente JA, Steingrub J, Bakker J, McLuckie J, Willatts S,
Brockway M, Anzueto A, Holzapfel L, Breen D, et al.: Multiplecenter,
randomized, placebo-controlled, double-blind study of the nitric oxide
synthase inhibitor 546C88: effect on survival in patients with septic shock.
Crit Care Med 2004, 32:21-30.

59. Chow K, Cheung F, Lao TT, O K. Effect of homocysteine on the
production of nitric oxide in endothelial cells. Clin Exp Pharmacol Physiol
1999; 26: 817-818.

60. Clarke R, Daly L, Robinson K, Naughten E, Cahalane S, Fowler B, et
al. Hyperhomocysteinemia: an independent risk factor for vascular
disease. N Engl J Med 1991;324:1149-55.

61. Burnett Al, Lowenstien CJ, Bredt DS. Nitric oxide a physiologic
mediator of penil erection. Science 1992; 257: 401-3.

62. Stuhlinger M.C., Tsao P.S., Her J.H., Kimoto M.: Homocysteine
impairs the nitric oxide synthase pathway: Role of asymmetric
dimethylarginine. Circulation., 2001; 104:2569-2575

63. Yu X.J., Li Y.J., Deng HW, Increase of an endogenous inhibitor of
nitric ox«de synthesis in serum of high cholesterol fed rabbits. Life Sei
1994-54:753-758

64. Vallance P., Leone A., Calver A., Collier J., Moneada S.: Accumulation
of an endogenous inhibitor of nitric oxide synthesis in chronic renal failure.
Lancet, 1992;339:572-575

68



65. Cooke JP. ADMA: its role in vascular disease. Vasc Med.
2005;10:S11-17.

66. Sydow K, Minzel T. ADMA and oxidative stress. Atheroscler Suppl.
2003;4:41-51.

67. Rubanyi GM, Vanhoutte PM. Superoxide anions and hyperoxia
inactivate endotheliumderived relaxing factor. Am J
Physiol.1986;250:H822-827.

68. Beckman JS, Koppenol WH. Nitric oxide, superoxide and peroxynitrite:
the good, the bad and the ugly. Am J Physiol.1996;271:1424-1437 .

69. Stuhlinger MC, Tsao PS, Her JH, Kimoto M, Balint RF, Cooke JP.
Homocysteine impairs the nitric oxide synthase pathway: role of
asymmetric dimethylarginine. Circulation 2001;104(21):2569-75.

70. Stuhlinger MC, Oka RK, Graf EE, Schmdlzer I, Upson BM, Kapoor O,
et al. Endothelial dysfunction induced by hyperhomocyst(e)inemia: role of

asymmetric dimethylarginine. Circulation 2003;108(8):933-8.

71. Dayal S, Devlin AM, McCaw RB, Liu ML, Arning E, Bottiglieri T, et.al.
Cerebral vascular dysfunction in methionine synthase-deficient mice.
Circulation 2005;112(5):737-44.

72. Kwon NS, Stuehr DS, Nathan CF. Inhibition of tumor cells

ribonucleotide reductase by nitric oxide. Biochem Biophys Res Commun
1991; 179: 442-8.

69



73. Liew FY, Li Y, Milott S. TNF-alpha induced macrophage
leishmanicidal activity is, mediated by nitric oxide from Larginine.
Immunology 1990; 71: 556-9.

74. Francis MC, Allen N, Mizel JB, Albina DE. Suppression of arthritis by
an inhibitor of NOS. J Exp Med 1993; 178:749-54.

75. Boger R.H., Bode-Bdger SM., Sydow K., Heistad D.D., Lentz S.R.:
Plasma concentration of asymmetric dimethylarginine, an endogenous
inhibitor of nitric oxide synthase, is elevated in monkeys with
hyperhomocyst(e)inemia or hypercholesterolemia. Arterioscler.
Thromb.Vase. Biol., 2000; 20:1557-1564.

76. Kharitonov SA, Yates D, Robbins RA, Barnes P. Increased nitric oxide

in exhaled air of asthmatic patients. Lancet 1994; 343: 133-5.

77. Faraci FM., Brian J.E.J., Heistad D.D.: Response of cerebral blood
vessels to an endogenous inhibitor of nitric oxide synthase. Am. J.
Physiol., 1995; 269:H1522-H1527

78. Stuehr DJ and Nathan CF. A macrophage product responsible for
cytostasis and respiratory inhibition in tumor target cells. J Exp Med 1989;
169: 1543-55

79. Boger R.H., Bode-Bdger S.M., Tsao P.S., Lin P.S., Chan J.R., Cooke
J.P.: An endogenous inhibitor of NO synthase regulates endothelial
adhesiveness for monocytes. J. Am. Coll. Cardiol., 2000; 36:2287-2295

70



80. Vincent JL, Zhang H, Szabo C, Preiser JC (2000): Effects of nitric
oxide in septic shock. Am. J. Resir.Crit. Care Med., 161, 1781-1785.Gelis
Tarihi: 01.02.2005/ Kabul Tarihi: 14.03.2005

81. Gultekin N, Ersanli M, Kugukates E: Guncel ve etkin bir transmitter:
Nitrik Oksit. Turk Kardiyol Dern Ars 1996; 24: 311-320.

82. Davignon J, Ganz P. Role of endothelial disfunction in atherosclerosis.
Circulation 2004; 109: I11-29-32.

83. Veli-Pekka Valkonen, Hannu Paiva, Jukka T Salonen. Risk of coronary
events and serum concentration of asymmetrical dimethylarginine. Lancet
2001; 358:2127-28.

84. Nijveldt RJ, Teerlink T, Van der Hoven B et al. Asymmetrical
dimethylarginine factor of ICU mortality. Clin Nutr 2003; 22: 23-30.

85. Fickling S.A., Leone A.M., Nussey S.S., Vallance P., Whitley
G.StJ.:Synthesis of NG-NG dimethylarginine by  endothelial
cells.Endothelium, 1993; 1:137-140.

86. Bdger R.H., Bode-Bboger S.M., Tsao P.S.: The endogenous NO
synthase inhibitor asymmetric dimethylarginine (ADMA) exerts pro-
atherosclerotic effects in cultured human endothelial cells. Circulation,
1997; 96:1-588

87. Kurose |, Wolf R., Grisham M.B., Granger D.N.: Effects of an

endogenous inhibitor of nitric oxide synthesis on postcapillary venules.
Am. J. Physiol.Heart Circ. Physiol. 1995;268:H2224-H2231.

71



88. Kanno K, Hirata Y, Emori T, et. al. L-arginine infusion induces
hypotension and diuresis/natriuresis with concomittant increased urinary
excretion of nitrite/nitrate and cyclic GMP in humans. Clin Exp Pharmacol
Physiol 1992; 19: 619-25.

89. Tojo A, Welch WJ, Bremer V et al: Colocalization of demethylating
enzymes and NOS and functional effects of methylarginines in rat kidney.
Kidney Int 52: 1593-1601, 1997.

90. Baudouin SV, Bath P, Martin JF, Du Bois R, Evans TW. L-arginine
infusion has no effect on systemic haemodynamics in normal volunteers,
or sytemic and pulmonar haemodynamics in patients with elevated

pulmonary vascular resistance.Br J Clin Pharmacol 1993; 36: 45-9.

91. Aji W, Ravalli S, Szabolcs M ve ark. L-arginine prevents xantoma
development and inhibits atherosclerosis in LDL receptor knockout mice.
Circulation. 1997;95:430-7.

92. Dmaizumi T, Hirooka Y, Masaki H, et. al. Effects of L-arginine on
forearm vessels and responses to acetylcholine. Hypertension 1992;
20:511-7.

93. Marsh N, Marsh A. A short history of nitroglycerine and nitric oxide in
pharmacology and physiology. Clin Exp Pharmacol Physiol
2000;27(4):313-9.

94. Bian K, Murad F. Nitric oxide (NO)--biogeneration, regulation, and

relevance to human diseases. Front Biosci 2003;8:264-78.

95. Hakim TS, Sugimori K, Camporesi EM, Anderson G. Half-life of nitric
oxide in aqueous solutions with and without haemoglobin. Physiol Meas
1996;17(4):267-77.

72



96. Nava E, Palmer RMJ, Moncada S. The role of nitric oxide in endotoxic

G
shock: Effects of N -monomethyl-L-arginine. J Cardiovasc Pharmacol.
1992;20:5132-4.

97. Dayal S, Lentz SR. ADMA and hyperhomocysteinemia. Vasc Med
2005;10(1):27-33.

98. Siekmeier R, Grammer T, Marz W. Role of Oxidants, Nitric Oxide and
Asymmetric Dimethylarginine in Endothelial Function. J Cardiovasc
Pharmacol Ther 2008;13(4):279-97.

99. Chatterjee A, Catravas JD. Endothelial nitric oxide (NO) and its
pathophysiologic regulation. Vascul Pharmacol 2008;49(4-6):134-40.

100. Gonzales C, Fernandez A, Mortin C, ve ark. Nitric oxide fro
endothelium and smooth muscle modulates responses to sympathetic
nerve stimulation: implications for endotoxin shock. Biochem Biophys Res
Commun. 1992;186:150-6.

101. Lahera V, Salom MG, Miranda Guardiola F, Moncada S, Romero JC.
Effects of NG-nitro-L-arginine methyl ester on renal function and blood
pressure. Am J Physiol 1991; 261: 1033-7.

102. Luce JM. Pathogenesis and Management of Septic Shock.Chest
1987; 91(6):883-88.

103. Kirkebgen KA, Strand JA. The role of nitric oxide in sepsis-an
overview. Acta Anaesthesiol Scand. 1999;43:275-88.

104. Nathan C, Xie QW. Nitric oxide syntheses:roles, tolls, controls. Cell.
1994;78:915-8.

73



105. Palmer RM, Ashton DS, Moncada S. Vascular endothelial cells
synthesize nitric oxide from L-arginine. Nature 1988;333: 664-6.

106. Davies MG, Fulton GJ, Hagen PO. Clinical biology of nitric oxide. Br J
Surg 1995;82:1598-610.

107. Vos TA, Gouw AS, Klok PA, Havinga R, van Goor H, Huitema S, et
al. Differential effects of nitric oxide synthase inhibitors on endotoxin-

induced liver damage in rats. Gastroenterology 1997;113:1323-33.

108. Bone CR, Crodzin CJ, balk AR. Sepsis: A New Hypothesis for
Pathogenesis of the Disease Process. Chest 1997; 112: 235-43.

109. Cashin-Hemphill L, Dinsmore R E, Chan R C et. Al. For the QUIET
Investigators. LDL cholesterol and angiographic progression in the QUIET
trial. (Abstr) J Am Coll Cardiol 1997; 29 (Suppl A): 85A.

110. Fliser, D., Kielstein, J.T., Haller, H., Boger, S.M.B., “Asymmetric
dimethylarginine: A cardiovascular risk factor in renal disease?”, Kidney
Inter., 63: 84, 37-40 ( 2003).

111. Petros A, Bennett D, Vallance P. Effect of nitric oxide synthase
inhibitors on hypotension in patients with septic shock. Lancet. 1991; 338:
(8782-8783): 1557-1558.

112. Member of the ACCP/SCCM Consensus Conferance Committee:
ACCP/SCCM consensus conferance:Definitions for sepsis and organ
failure and guidelines for the use of innovative therapies in sepsis.Crit
Care Med 1992;20:864-74.

74



113. Noris M, Perico N, Remuzzi G. Mechanisms of disease: Pre-
eclampsia. Nat Clin Pract Nephrol. 2005;1:98-114.

114. Boger RH, Bode-Boger SM, Thiele W, Creutzig A, Alexander K,
Frolich JC. Restoring vascular nitric oxide formation by L-arginine
improves the symptoms of intermittent claudication in patients with
peripheral arterial occlusive disease. J Am Coll Cardiol 1998;32(5):1336-
44

115. MacAllister R.J., Parry H., Kimoto M., Ogawa T., Russell R.J.,
Hodson., Whitley G.S., Vallance P.: Regulation of nitric oxide synthesis by
dimethylargininie dimethylaminohydrolase.Br.J.Pharmacol., 1996;119:
1533-1540

116. Maeso R, Navarro-Cid J, Munoz-Garcia R, Rodrigo E, Ruilope LM,
Lahera V, Cachofeiro V. Losartan reduces phenylephrine constrictor
response in aortic rings from spontaneously hypertensive rats. Role of
nitric oxide and angiotensin Il type 2 receptors. Hypertension
1996;28(6):967-72.

117. Wahbi, N., Dalton, R. N.,Turner, C., Denton, M., Abbs, I.,
Swaminathan, R., “Dimethylarginines in cronic renal failure”, J. Clin.
Pathol., 54: 470-473 (2001).

118. Anemon A, Backman V, Snygg J, Von Bothmer C, Fandriks L,
Petterson A. Accumulation of an endogenous inhibitor of nitric oxide

synthase during graded hemorragic shock. Circ Shock 1994;44(3):111-4.

119. Tran CT, Leiper JM, Vallance P. The DDAH/ADMA/NQOS pathway.
Atheroscler Suppl 2003;4(4):33-40.

75



120. Bone RC, Balk RA, Cerra FB, Dellinger RP, Fein AM, Knaus WA,
Schein RMH, Sibbald WJ.. Definitions for sepsis and organ failure and
guidelines for the use of innovative therapies in sepsis. Chest 1992; 101:
1644-1655.

121. Vallance P, Leiper J. Cardiovascular biology of the asymmetric
dimethylarginine: dimethylarginine dimethylaminohydrolase pathway.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2004;24(6):1023-30.

122. Vallance P, Leone A, Calver A, Collier J, Moncada S. Accumulation
of an endogenous inhibitor of nitric oxide synthesis in chronic renal failure.
Lancet 1992 ;339(8793):572-5.

123. Yoo JH, Lee SC. Elevated levels of plasma homocysteine and
asymmetric  dimethylarginine in elderly patients with stroke.
Atherosclerosis 2001;158(2):425-30.)

124. Valkonen VP, Laaksonen R. Asymmetric dimethylarginine (ADMA)
and acute vascular events. Clin Chim Acta 2004;348(1-2):9-17.

125. Chan NN, Chan JC. Asymmetric dimethylarginine (ADMA): a
potential link between endothelial dysfunction and cardiovascular diseases

in insulin resistance syndrome? Diabetologia 2002;45(12):1609-16.
126. Tsikas D., Boger R.H., Sandmann J., Bode-Bdger S.M, Frdlich
J.C.: Endogenous nitric oxide synthase inhibitors are responsible for the

L- Arginine paradox FEBS Letters,2000; 478:1-3.

127. Goligorsky M.S.: Endothelial celi dysfuriction and nitric oxide
synthase. Kidney Int2000; 58:1360-1376.

76



128. El-Gawad H. And Khalifa A.E:Quercetin, Coenzyme Q10, and L-
Canavanine as protective agents against lipid peroxidation and nitric
oxide generation in endotoxin-induced shock in rat brain. Pharmalogical
Research. Vol.43 No:3 (2001)

129. Evans T, Carpenter A, Kinderman H. et al. Evidence of increased
nitric oxide production in patients with the sepsis syndrome. Circ. Shock
41,77-78 (1993)

130. Buhimschi IA, Saade GR, Chwalisz K, Garfield RE. The nitric oxide
pathway in pre-eclampsia: pathophysiological implications. Hum Reprod
Update 1998; 4(1): 25-42.

131. Presier J.C., Reper P.,Vlasselaer D., Vray B., Zhang H., Metz G. Et
al.: Nitric oxide production is increased in patients after burn injury. J.
Trauma 1996; 40:368-71.

132. Tungtan, B., Nitrik oksit miktarlarinin Griess yontemi ile dlgulmesi.
Tark Farmakoloji derne@i Farmakoloji Egitim Sempozyumlari Programi
Nitrik oksidin Farmakolojisi, 27 Mayis, Mersin,61-68, (2005).

133- Beltowski J, Kedra A. Pharmacological Reports 2006;58:159-178.

77



9. EKLER

ETiK KURUL ONAYI

- S
Tl i 300
ﬂ;;“-ﬂah
sayn Probc. Parcal
Prajr Vir@nicis
Falutieess Vol Fid W sivlems 33 - prre
e keradar el wmnirmopr
Balplirmion o edanr
’ q
rd
.-// < A g
1 1 'II
rru.n_r.a_rupn';il
! Dekan Warilamcr 5

78



@ mwnmmmmmm

HEREARCH ETHICE COMBTTEE OF MEDICAL rnnu.mmllmnm

MHA.H.I-T
I.l.'f Lal T
— mwmuum
| et e v meA R RNk L i ke ety |
FROTOSDL AT ek dmelanon (AOMA] e ik gaad

RO AT A s |

BASVURU BILGILER]  [SoAULILL 1,7 ADI
Dy e i | T

BELOELER : . '
amle fof Terk 33 ki 3000

AR P —————

B GhERY Uniwmeptenis  Tib Fanuleendn sapdvas lsddewn o yubridsh) Koryede @

irmgheme pryemne o doSy, aaghanane geeskes, smag pmlagin, :ﬂl_
wydrigtimag oramin perertil pnindse Peskesy bice digrde wygun o
wari gty

Eff Eamil koan; proenin bifgesi BAP Seabaden kabul edidgh =
mhmemmmm

ETIE KURUL BILSILER]
CALigMR EREH T WL e aaL R LA =2 =
—— T
T T e [ Urmanih Dab Kurumu Cinaiper i ) Katim
bosf Lk e AR [y 2 i} ' w

:Ey i, 1 Comh i w3 P A L =

iﬁ'ﬁniun‘ﬁ rr—— 5 GOrF " T (m] E = |
il W i

ST g WO T — “‘?E"ﬁt#f x |k - |

NG Ffam AT | Fulasitew |

= h'--_- Fichani iz ve Rabn AT o i E_u :!t __m-'ﬂ-—-
““TW e E_IB':IJ'T'F"u E a1 A = Hﬁl
wwﬁml e—r———— - ”“'h"” O .= o = i
e | e G | € ety
il [ ———— '.LH 0 'T""! .'

s | P G Ys Carich AD 1 e
B N ™ P N === = & 27
e o VPO W 5 s =7 < 2

[ s Aﬂ:r:n £ e |
L e Ry GEL RskiSiik i Fahimaa 1
'I-_l::*hll o Fuiuk Migawaig E_I5 : ] 5 I |
Trpirasis B asue =

79



TESEKKUR

Yuksek lisans 6grenimim suresince her konuda destegini
gordigum, benden ilgisini, 6zellikle sabir ve anlayisini esirgemeyen ¢ok

degerli hocam, danigsmanim Prof. Dr. Aysel ARICIOGLU'na,

Yuksek lisans 6grenimim boyunca her konuda yol gosteren
cok degerli hocam Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Hatice PASAOGLU'na,

Yuksek lisans egitimim boyunca bilgi ve birikimlerini bizimle

paylasan, her konuda destek olan diger bélim hocalarima,

Tez galismamda yardimlarini esirgemeyen Gazi Universitesi
ic Hastaliklari Yogun Bakim Unitesindeki hocalarim Dog. Dr. S. Giilbin
AYGENCEL BIKMAZ, Yrd. Dog. Dr. Melda AYBAR TURKOGLU ve Aras.
Gor.Dr. Hulya YORULMAZ'a

Tez galigmalarim sirasinda gerek deneysel gerek tez yazim
kisminda ve 3 yildir her sikistigimda aradigim ve yardimini aldigim ¢ok
degerli dostum Uzm. Biyolog Ahmet CUMAOGLU’na,

Yuksek lisans derslerini beraber aldigim, dostlugunu
paylastigim, her konuda destegini ve ilgisini gorduguim ¢ok degerli dostum

Kimyager Durmus AYAN'a,

Yuksek lisans 6grenimime basladigimda tanidigim ve iyi Ki
de tanidigim, her derdimi paylastigim, beraber Gzullp, beraber guldigum,

canim kardesim Uzm. Biyolog Secil $Sengdren ve ¢ok kiymetli ailesine,

80



Diger butun ylksek lisans, doktora bdlimundeki

arkadaglarim ve Biyokimya arastirma gorevlilerine,

Canim aileme,

En icten tesekkurlerimi sunarim...

81



10. OZGECMIS

KiSISEL BILGILER
Adi-Soyadi

Dogum Yeri

Dogum Tarihi
EGITIM DURUMU
2007-

2002-2006

1998-2002
1990-1998

YABANCI DiL

. Elif YUKSEL
: ANKARA
: 04/11/1984

:Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Yuksek Lisans

: Pamukkale Universitesi Fen Edebiyat Fakdiltesi
Biyoloji Bolumu (3. derece ile mezuniyet)

: Cankaya Lisesi (YDA)

: Kavaklidere ilkégretim Okulu

: Ingilizce

82



