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Nattokinaz Uyulamasinin Sepsiste Kan Yi

Sag Kalima Etkisi

Effects of Nattokinase on Whole Blood Visc
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Natto
rinolitik etkili

Amac: Nattokinaz haslanmis soya fasulyesinin Bagi
kullanilarak fermente edilmesinden elde edilen pé.en
bir serin proteazdir. Bu deneysel calismanin I, sepsis
olusturulmadan oOnceki 7 gun suresincg intragas uygulanan
Nattokinaz'in (6mg/gun) sicanlarda plaz rinojen dizeyleri, tam

kan viskozitesi ve mortalite Uizerine etkilei rimasidir.

Gere¢ ve Yontem: Yedi gin bOVM 2 kez gastrik lavaj
yoluyla Nattokinaz ya da zeytinyatsverilen anlarda cekal ligasyon
ve delme yontemi ile intraaprsis olusturuldu. Plazma
fibrinojen dlzeyi ve tam ickozicsi OlgUmleri ile survi analizi
gerceklestirildi.
Bulgular: En dusu
ortalamasi Nattokina
degere sahipti

farklar onemli d
grup ile yalnizca

inda analiz edilen kan viskozitesi
gasyon delme grubunda daha kigik
k ylksek kayma hizlarinda gruplar arasi
kinaz ve ¢ekal ligasyon delme uygulanan
| ligasyon delme uygulanan gruplar arasinda
n fark bulunmadi.
Oncesi intragastrik nattokinaz uygulamasinin plazma
i ve dlstuk kayma hizlar haric tam kan viskozitesi
etisi gosterilemedi. Nattokinaz septik sicanlarda slrviyi
i. (Tirk Yogun Bakim Dernegi Dergisi 2011; 9: 85-9)
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SUMMARY

Objective: Nattokinase is a serin protease having potent fibrinolytic
effect derived from fermentation of boiled soy bean by the use of
Basillus Subtilis Natto. The aim of this experimental study is to
investigate the effects of intragastric Nattokinase (6 mg/day)
administration for 7 days prior to formation of sepsis on plasma
fibrinogen levels, whole blood viscosity and mortality in rats.
Materials and Methods: Intraabdominal sepsis were performed by
cecal ligation and puncture in rats supplemented with nattokinase
or olive oil for 7 days prior to sepsis formation. Plasma fibrinogen,
whole blood viscosity analysis and survival analysis was performed
after intraabdominal sepsis formation.

Results: Mean blood viscosity of rats was lower in Nattokinase
and cecal ligation group at lowest shear rate (p<0.05). However,
the differences between groups were not significant at higher
shear rates. No difference was found in survival rates and
survival times of Nattokinase and cecal ligation and cecal ligation
and puncture groups.

Conclusion: Our results were unable to show the effects of
intragastric nattokinase supplementation prior to sepsis on plasma
fibrinogen levels or whole blood viscosity, except low shear rate.
Nattokinase did not altered survival in septic rats. (Journal of the
Turkish Society Intensive Care 2011; 9: 85-9)
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Giris

Sepsis konakginin enfeksiyona yaniti sonucu gelisen
kompleks klinik bir sendromdur ve inflamasyonu tetikleyen
enfeksiyonun dogrudan etkilemedigi organ veya sistemlerde
bile akut, geri dondurllebilir coklu organ yetersizliklerine
(MODS) neden olabilir. Sepsis sirasinda koagtlasyon ve anti-
koagulasyon ve/veya fibrinolitik mekanizmalar arasindaki
denge siklikla bozularak trombosit sayisinda bir miktar azalma
gibi klinik olarak belirsiz bir bulgudan, yaygin intravaskuler
koagilasyona (DIK) neden olabilecek agr kanama
bozukluklarina kadar degisebilen tablolar olusturur. Fibrinin
mikrodolasim seviyesinde birikmesi coklu-organ yetersizligi ve
olimle sonuglanabilecek organ perflizyon bozukluklar ve
parankim hicresi fonksiyon kayiplarina neden olabilir (1).

Nattokinaz, geleneksel Japon mutfaginda sevilen, soya
fasilyesinden purifiye edilmis fibrinolitik etkili bir serin
proteazdir (2). Nattokinaz c¢apraz baglanmis kollajeni
dogrudan pargalamasinin yaninda doku plazminojen
aktivatort (tPA) Uretimini arttirarak inaktif plazminojenin aktif
form olan plazmine déntsmesini saglar (3). Bu etkilerinin
yani sira, nattokinaz plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1)
inhibisyonu yoluyla plazminojenden plazmin olusumunu
hizlandirr (4). PAI-1 inhibisyonu enzimin aktif bolgesinde
sinirl bir proteoliz yaparak gerceklestirir.

Fibrinolitik etkisine ek olarak Nattokinazin plazme
¢OzUnebilir fibrinojen dlzeylerinde azalmaya neden [ an
glclt fibrinojenolitik etkisinin bulundugu bilinmektedir (5):
Akut faz proteini olan fibrinojenin plazma konsaniaonu
sepsis sendromu suresince onemli artis gostep@stedir (3).
Fibrinojenin kan viskozitesini ve reolojik “Azei Klerini
degistirerek sepsis sirasinda dolasimf{al’ bozuxluklar
arttirdig bildirilmistir (7,8). Bu nedenle, fibrinoj ntlitik etkisi
nedeniyle Nattokinaz'in sepsis sirasif da gelisen fibrinojen
artisi ve buna bagl reolojik bofuk wl=r azaltabilecegi
dUsUndlebilir. Bu deneysel cali$ianiyamaci, sicanlarda
cekal ligasyon ve delma mecdu ile olusturulan
intraabdominal sepsis dnced), istragastrik Nattokinaz
uygulamasinin plazma fill "&an auzeyi, tam kan viskozitesi
ve sepsise bagl mortalite € «iine etkilerini arastirmaktir.

Gereg ve Yonte.

Deney protoi (u ve gruplar

Calispeada 200250 gram agirliginda olan 50 yetiskin disi
sican kuiaith. Deney protokolii Akdeniz Univeristesi
Hayfaih Afasturma  ve Kullanim Komitesi tarafindan
onaylan| 1 x% hayvan bakimi Helsinki deklarasyonuna uygun
olarak guiceklestirildi. Plazma fibrinojen dlzeyi ve tam kan
viskozitesi analizleri (Deney 1) 30 sican, survi analizi (Deney
2) ise 20 sican kullanilarak yapild.

Deney 1

Deney 1 her birinde 10 sican bulunan 3 grup olusturarak
yapildi. Siganlar randomize edilerek olusturulan gruplar:
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1. Nattokinaz ve Cekal Ligasyon Delme Grubu (Nat+CLD)

Nat+CLD grubundaki sicanlara 1 ml zeytinyagi icerisinde
seyreltiimis Nattokinaz (6 mg/guin), bolinmus iki esit dezda, 12
saat araliklarla, gastrik gavaj yoluyla, 7 glin boyunca “rildi.
Son Nattokinaz gavajinin ardindan eter anestezi¢i altii ‘a orta
hat laparatomi yapildi. Cekum lokalize edildi ve“3(0 / ek ile
intestinal pasaj korunacak sekilde gbag.andi. .Cekumun
antimezenterik tarafi 18 G igne yardinijla ez delindi.
Barsaklar ve baglanmis cekum abdd minaisaviteye tekrar
yerlestirildi ve yara 3/0 ipek ile sttlresn “#mDehidratasyonun
engellenmesi icin operasyon son«1da,izC »nik salin (2 ml/100g
vicut agirlig)) subkutan yolla emiek edidi. Laparatomiden 18
saat sonra tekrar eter ile al estezi, indUiksiyonu yapildi. Kan
ornekleri abdominal Aortadariylad ak sicanlar feda edildi ve
kanlar her sican icin iki¢est tlplndé toplandi. %3,2 sodyum
sitrat iceren test tlsne ¢hnan kan 6rnegi plazma fibrinojen
dUzeyi analizi, soG e “wparin iceren test tlpdne alinan kan
ornegi ise kanaftiskozieadlclmleri igin kullanildi.

2. Cekahlige o’ ve Delme Grubu (CLD)

CLD [ ruléuidlaki sicanlara 1 ml saf zeytinyagi (vehikdl),
12 saat a.yilslrla, gastrik gavaj yoluyla, 7 glin boyunca
veridi. Son Nattokinaz gavajinin ardindan laparatomi, cekal
ligemfon ove delme uygulamalar ve kanlarin toplanmasi
2+ 0D grubunda anlatildigr bicimde uygulandi.

. Laparatomi grubu (Lap)

Lap grubundaki sicanlara 1 ml saf zeytinyagr (vehikul), 12
saat araliklarla, gastrik gavaj yoluyla, 7 gin boyunca verildi.
Son Nattokinaz gavajinin ardindan eter anestezisi altinda orta
hat laparatomi yapildi. Barsaklar nazikce batindan ¢ikartildi ve
tekrar abdominal kaviteye yerlestirildi. Yara 3/0 ipek ile sttlre
edildi. Dehidratasyonun engellenmesi igin operasyon sonunda
izotonik salin (2 ml/100g vicut agirhg) subkutan yolla enjekte
edildi. Kanlarin toplanmasi diger gruplarla ayni bicimde yapildi.
Bu grup sham opere olarak calismaya alindi.

TUm gruplarda sicanlara post operatif analjezi amaciyla
meperidin (20 mg/kg) subkutan uygulandi ve kan érnekleri
plazma fibrinojen dizeyi ve tam kan viskozite analizleri icin
kullanildr.

Deney 2

Deney 2 her birinde 10 sican bulunan 2 grup olusturarak
yapildi. Sicanlar randomize edilerek olusturulan gruplar:

1. Nattokinaz ve Cekal Ligasyon Delme Grubu (Nat+CLD)

Nat+CLD grubundaki sicanlara 1 ml zeytinyagdi icerisinde
seyreltilmis Nattokinaz (6 mg/gun), bolinms iki esit dozda,
12 saat araliklarla, gastrik gavaj yoluyla, 7 gin boyunca
verildi. Son Nattokinaz gavajindan sonra Deney 1 de
Nat+CLD grubunda uygulandigi sekilde girisim uygulandi.

2. Cekal Ligasyon ve Delme Grubu (CLD)

CLD grubundaki sicanlara 1 ml saf zeytinyag (vehikl),
12 saat araliklarla, gastrik gavaj yoluyla, 7 gin boyunca
verildi. Son gavajdan 18 saat sonra laparatomi, cekal
ligasyon ve delme , kanlarin toplanmasi Nat+CLD grubunda
anlatildigi bicimde uygulandi.
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CLD isleminden sonra her iki gruptaki sicanlara
dehidratasyonun engellenmesi icin izotonik salin (2 ml/100g
vicut agirhgn) ve post operatif analjezi amaciyla meperidin
(20 mg/kg) subkutan yolla enjekte edildi. Sicanlar
operasyondan sonraki ilk 24 saat slrekli, 24-72 saatler
arasinda 4 saatte bir kez, 3-7 gUnler arasinda ise 8 saatte bir
kez gozlendi. Yasam streleri kaydedildi.

Plazma Fibrinojen Diizeyi Analizi

%3,2 sodyum sitrat ile antikoagtlasyon uygulanmis kan
orneklerinde plazma fibrinojen dizeyleri modifiye Clauss
metodu ile analiz edildi (9).

Tam Kan Viskozitesi Analizi

Tam kan viskozitesi farkli kayma hizlarinda Rheolog
(Rheologics, Exton, PA) viskometre ile Fizyoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda Olctldl. Bu viskometre in vivo kosullar
taklit edecek sekilde biyolojik olarak gecimli olan bir madde
ile kaplanmis, 1si kontrolli kapali bir sistemde kanin analizini
saglar. Kan U seklindeki kapiller i¢ine alindiktan sonra bir
sttun icerisinde toplanir. Ardindan kanin yer cekimi
dogrultusunda her iki kolonda dengelenmesine izin verilir.
Kan akimi baslangicta hizlidir ancak her iki kolonda bulunan
kan seviyesi birbirine yaklasana kadar gegen sUre icerisinde
giderek yavaslar. Kan akimi sirasinda sistem, belirlenmis b
zaman dilimi igerisinde (3 dakika) iki kolondaki k€nini
yuksekligini kaydeder.

Akim hizi (kolonlardaki kanin yiksekligindeki degig rivaizi
ile belirlenir) kapiller tlp boyunca disen basing il¢ Y¥ogrudan
orantiidir ve akim hizindan yola cikarak kavma sz ile
viskozite matematiksel olarak sisteme irtibal 1 brhilgisayar
yardimiyla hesaplanir (10). Tam kan vigfnzicisid dlctimleri
37°C sicaklikta, 1= 1000 sn-1 kayma hizi arc igznda olcalda.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizde GrapH®al wPdsm (3.ci surim)
kullanildi. Pazma fibrinojen diize ¥, veiiari ortalama + standart
hata olarak degerlendirildi. Sruplaitarasi tam kan viskozitesi
farklarinin arastirimasinda “ary#ns analizi, farkli kayma
hizlarinda kan viskozité “@aaisikliklerinin karsilastirimasinda

ise tekrarlayan olctimlerde varyans analizi kullanildi. Gruplar
arasl farklarin istatistiksel olarak degerlerdijriimesinde
Neuman-Keuls post hoc testi kullanildi. Nat+CLchile CLD
gruplar arasinda strvi analizi Kaplan Meier tegfnevap: .

Sonuclar

CLD islemi sonrasi fekal perifonit-chantisemi olusumu
cekal 6dem ve nekroz, masiiir ranaritoneal sivi (asit)
gozlenmesi ile dogrulandi. NMat+CLd, ve CLD gruplarinda
abdominal aortadan alinabileraksimum kan miktarlarinin
ortalamasi (4,0 ml), flap g.ubunda alinabilen kan
ortalamasindan (10,5 ml) Giha.4 ustiktl. Bu bulgunun sepsise
bagli vaskuler permaabilite artisina bagl oldugu dtsinuldd.

Plazma fibrismieriadizeyi olcimleri ortalamasi Lap
grubunda 2187 +72 %5, mg/dl, CLD grubunda 239,2+22,3
mg/dl ve NE+CLingrubunda 212,5+49,9 mg/dl bulundu.
Nat+CLD, grifunga ortalama fibrinojen dizeyi daha disuk
bulunnfaklatbirikte fark istatistiksel olarak dnemli degildi
(p>0,0¢

RheologT™ ile farkli kayma hizlarinda (1-100/saniye)
apfan kan viskozitesi olgcUmlerine ait grafik Sekil 1" de
gctafudi. Nat+CLD grubunda yer alan siganlarin tam kan
\ skozitesi dUsUk kayma hizinda (1 /saniye) CLD grubuna
(ore daha dusUktl (p<0,05). Diger kayma hizlarinda
gruplarin tam kan viskozitesi ortalamalar arasinda 6nemli
fark bulunamadi.

Calismada Nat+CLD ile CLD gruplarina dahil olan 20
sicanin CLD operasyonu sonrasi 196 saat slresince 6lim
sikligi ve hayatta kalma sUreleri degerlendirildi (Tablo 1).

Nat+CLD grubundaki sicanlarin gozlem siresinin
sonunda hayatta kalma orani %50 ve ortalama hayatta
kalma siresi 133,7+24,0 saat olarak belirlendi. CLD
grubundaki sicanlarin ise hayatta kalma orani gozlem
stresinin sonunda Nat+CLD grubu ile benzer (%50) olmakla
birlikte ortalama hayatta kalma sureleri 123,1+£23,7 saat
bulundu. Yapilan Kaplan Meier sirvi analizi sonucunda iki
grup arasinda istatistiksel olarak dnemli fark yoktur (Sekil 2).

an gruplar, 6liim sikhgi ve sicanlarin

Gruplar Nat+CLD (n=10) CLD (n=10)
Gozle . Siiresi 196 saat 196 saat
Gl si 24 sayis 5 5

Oliim Zamani (saat)

1. sican 15 22
2. sican 28 33
3. sican 26 49
4. sican 120 51
5. sican 168 96
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Sekil 1. Lap, CLD ve Nat+CLD gruplarinin 1 - 1000 s- 1 araligindaki
kayma hizlarinda ortalama kan viskozitesi degisimleri karsilastiriimistir.
*p<0,05 Nat+CLD ve CLD gruplan arasindaki kan viskozite farkini
gostermektedir
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Sekil 2. Nat+CLD ve CLD gruplarinda fekal intraabdominal sepsis
sonrasi survi analizi icin Kaplan Meier testi kullanildi. Gruplar
arasinda 6nemli fark bulunamadi (p<0,05)

Tartisma

Sepsis hastane ve yogun bakim tedavilerinin gelismesi ile
birlikte sikligr artan, mortalitesi %28-50 arasinda degisen bir
sendromdur (11). Patofizyolojisinde intravaskuler fibrin
birikmesi  6nemli rol oynar. Mikrovaskuler tromboz
hasarlanmis dokunun tamir edilmesini ve sistens
dolasimdaki bakterilerin dokulara diflizyonunun kisitanmasini
hedefleyen bir savunma mekanizmasidir. Ancak yai om ve
asirn mikrotrombis olusmasi siddetli doku iskemisi ve btia
bagli organ yetersizliklerine neden olur (12).

Bu calismada, Nattokinazin intragastrik yOncherilniesine
intraabdominal sepsis olusturulmasindanZ ¢iin 6nce
baslandi ve plazma fibrinojen dlizeyi, taln k \n viskozitesi ve
sepsise bagl mortalite Uzerine etkileri ara t0ildi. Akut faz
reaktani olan fibrinojen inflarrasyonun eslik ettigi
durumlarda artar. CLD grubuid 'smsycanlarin ortalama
fibrinojen dlzeyi Lap grubundan, deda yiksek bulundu ve
Nat+CLD grubundaki @wcanlai» ortalama fibrinojen
dlzeyleri diger iki gruptariadatia duslktd. Ancak fark

istatistiksel olarak on trmhulunmadi (p>0,05). Diger bir
deyisle, sepsisin cak be Tgin klinik bulgular gézlenmesine
ragmen CLD gré€ u/ a,lcp grubu arasinda énemli bir fark

olmadi. Bu hulgu,“3LD yontemi kullaniimis sican sepsis
modeli ile yay ilai “msska bir calisma ile uyumludur (13). Bu
calismada Laui ss ve ark. laparatomiden 12 saat sonra CLD
ve shgn, gruplaiinin fibrinojen dizeyi ortalamalari arasinda
fark bl ur hadigini ancak 24 saat sonra CLD grubundaki
sf ai ‘ar fibrinojen dizeyinde 6nemli artis olmasi ile farkin
anlar ikiale geldigini bildirdiler. Bizim calismamizda CLD
uygulamasindan 18 saat sonra fibrinojen dlzeyi 6lgimdi igin
kan alindi. Siganlar feda edildiginden fibrinojen dlzeyi
Olctmleri tekrarlanamadi ve bu nedenle plazma fibrinojen
dUzeyinin seyri izlenemedi.

Kan viskozitesi fibrinojen ve diger plazma proteinlerinin
artisi  disinda  deformabilitenin  azalmasi, eritrosit
agregasyonunun artmasl ve sepsisin hipodinamik fazinda
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eritrositlerde rulo formasyonu olusturmasi ile de yukselebilir
(7). Calismamizda, yalnizca 1/sn kayma hi#nda yapilan
Olctimlerde Nat+CLD ve CLD gruplarinin kan vickoziteleri
arasinda 6nemli fark bulduk. Daha 6nce yagfirig»laibir in
vitro calismada, Nattokinaz ile olusan ~ha ) skozitesi
degisikliklerinin dlsUk kayma hizlarnda®azla, yu«sek kayma
hizlarinda ise ihmal edilebilecek diizey = oidadgu bildirilmistir
(5). in vivo ortamda gercellestitinis calismamiz
Nattokinazin fibrinojenolitik etkichi mnitlamakta yetersiz
kalmakla birlikte, Nattokdiaze ©ugll kan viskozitesi
degisikliklerinin incelendi@in Vi sod alismayi desteklemistir.

CLD ve Nat+CLD gri nlarin survi oranlari benzerdi ve
sicanlarin yasamadreleri areomdh istatistiksel olarak dnemli
fark yoktu. Nattokiridzin dogrudan veya PAI-1 inhibisyonu
yaparak aktiva ¢ tigi “ibrinolitik/fibrinojenolitik iyilestirici
etkisini gostermic <te yetersiz kalan bu sonu¢ iki sekilde
yorumland. lis’llk “Olarak, uygulanan Nattokinaz dozu ve
uygulasfia stredenzimin klinik etkilerinin ortaya ¢ikmasi igin
yeters . Giattir. Ikinci ihtimal ise sirvi analizinin yapildigs
sican Sa,.sinin gercek sonuglar gostermede yetersiz
almasidir. Sepsis, tUm organ ve sistemleri etkileyen bir
scadiomdur. Sepsise bagh MODS gelisiminde en 6nemli
Jatoloji DIK olsa da akut dénemde mortalitenin en énemli
.edenleri intravaskuler sivi sifti, katekolaminlere duyarsizlik
ve distribGtif soktur. Bu nedenle, denek sayisinin arttirilmasi
Nattokinazin sepsise bagli mortalite Uzerine gercek
etkinligini gosterehbilir.

Sepsis; yogun bakim hastalar, bagisiklik sistemi
bozuklugu olanlar ve benzeri ylksek risk gruplarinda gorilme
sikhgr fazla olan bir durumdur. Sepsis tedavisi erken tan,
antibiyoterapi, sivi replasmani, vazoaktif ve pozitif inotrop
medikasyon, mekanik ventilasyon ve temel yogun bakim
tedavilerini icermektedir (14). Sepsise bagl DIK ve buna bagl
multiorgan yetersizligi tedavisinde rekombinant aktif protein C
(drotrecogin alfa) uygulanmasi énerilmistir (15). Ancak bu
tedavi etkinligindeki stpheler nedeniyle kullanimdan
kaldinlmistir. Fibrinolitik/fibrinojenolitik etkisi mevcut olan, oral
beslenme sollisyonlari ile verilebilen, kanama komplikasyonu
olmayan, yan etkisi bulunmayan, sepsis acisindan risk
gruplarinda rutin beslenmede kullanilabilen, distk maliyetli
bir ajan olan Nattokinaz sepsise bagl DIK tedavisinde yeni
ufuklar acabilir. Nattokinazin sepsise bagl DIK tedavisi veya
Onlenmesindeki yararliliginin aydinlatilabilmesi icin baska in
vivo ve in vitro galismalara ihtiyac duyulmaktadir.
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Geri cekme notu:

"Yazismalardan sorumlu ve birinci isim yazar olan (Melike Cengiz) ve derginin yayin kurulu, Aralik 2011 tarihli Nattokinaz
Uyulamasinin Sepsiste Kan Vizkozitesi ve Sag Kalima Etkisi baslikli orijinal makaleyi geri cekmeyi istemektedir. Bu karar,
bu yazi igin kidemli yazarlardan biri olan Oguz Kerim Bastlrk tarafindan saglanan ve yazinin diger yazarlari tarafindan
da dogrulanan bilgiye dayanmaktadir. Bu bilgiye gore, bu yazinin yazar listesi makaleyi hazirlamak konusunda yazarlarin
katkilarini dogru bir sekilde yansitmamaktadir. Yazismalardan sorumlu yazar yazinin tamamen geri cekilmesini talep
etmektedir ve yazinin yayinlanmasindan dolayi ortaya cikabilecek herhangi bir olumsuz sonug i¢in Tlrk Yogun Bakim
Dernegi Dergisinin hakem, editér ve okuyucularindan 6zir dilemektedir."

Retraction notice:

"The corresponding and the first author (Melike Cengiz) and the journal wish to retract the December 2011 original
article entitled Effects of Nattokinase on Whole Blood Viscosity and Mortality. This decision was based on the
information provided by Oguz Kerim Basttirk, one of the senior authors of this manuscript, which is now confirmed by
the other authors of the manuscript. Based on this information the list of authors of this manuscript does not represent
the actual contribution of the authors to the preparation of the paper. The corresponding author requests retraction of
the paper in its entirety and apologizes to the reviewers, editors, and readers of Journal of the Turkish Society of
Intensive Care for any adverse consequences that may have resulted from the paper’s publication."
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