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OZET

Amacg: Bu calismada KOAH hastalarinda serum ADMA, NO ve arjinin duzeylerindeki degisiklikleri
belirlemeyi amacladik.

Gerec ve Yontem: Calismamiza 75 KOAH hastasi dahil edildi. Secilen hastalarin baska herhangi bir
hastali@ yoktu. Kontrol grubu goéruiniirde saghkh 25 kisiden olusturuldu. ADMA ve arjinin diizeyleri
yiiksek basin¢h likit kromatografi metoduyla floresans dedektérde Olculdiu. Plasma Nitrit/Nitrat
konsantrasyonlarn kolorimetrik metodla ol¢iildii.

Bulgular: KOAH hastalarinda ADMA seviyeleri kontrol grubuna Kkiyasla yuksek (p<0.001), NO
seviyeleri dusiik olarak bulundu (p:0.02). Arjinin seviyeleri acisindan iki grup arasinda farklilik yokken,
KOAH grubunda Arjinin/ADMA oranlar kontrol grubundan énemli 6l¢iide farkliydi. (p:0.003)

Sonuc¢: Bizim calismamiz ADMA seviyelerinin KOAH hastalarinda arttigini goéstermistir. KOAH'In
prognozunu belirlemede ADMA yeni bir belirte¢ olarak kullanilabilir. ADMA KOAH hastalarinda
meydana delen pulmoner hipertansiyonun patogenezinde 6énemli bir rol oynayabilir. Bu yilizden
pulmoner hipertansiyonun énlenmesi ve tedavisinde ADMA énemli bir hedef olabilir.

Anahtar Sozciikler: Asimetrik dimetilarjinin, nitrik oksit, KOAH

ABSTRACT

Objective: The aim of our study was to determine serum ADMA, NO and arginine levels in patients with
COPD.

Material and Methods: Seventy five COPD subjects participated in this study. To be selected patients had
to have no other diseases. The control group was formed by twenty five appearentely healthy people.

Bu ¢alisma;
1. 315t FEBS Congress. The FEBS Journal. 24-29 June 2006, istanbul, Tiirkiye
2. 32" FEBS Congress. The FEBS Journal. 7-12 July 2007, Viyana, Avusturya
3. Balkan Journal of Clinical Laboratory. 4-7 September 2007, Antalya, Tiirkiye
kongrelerinde sunulmustur.
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ADMA and argi nine levels were measured by high performance liquid chromatoghraphy with fluorecence
detection. Plasma Nitrite/Nitrate concentrations were determined using a commercial colorimetric assay.

Results: Patients of COPD had significant higher values of ADMA (p<0.001), lower values of NO compared
to control group (p:0.02). There was no difference between groups for arginine values (p:0.2), but the
Arginine/ADMA ratio of COPD group was significantly different compared to control group (p:0.003).

Conclusion: Our study shows that plasma ADMA level is increased in the COPD patients. ADMA seems tc
be a possible new marker of prognosis of COPD. ADMA may play an important role in the progression of
pulmonary hypertension in COPD patients. ADMA may therefore represent a novel therapeutic target for
the treatment and prevention of pulmonary hypertension.

Key Words: Asymmetric dimethylarginine, nitric oxide, COPD

GiRig

Kronik obstriiktif akciger hastali@i (KOAH),
tum diinya tlkelerinde 6nemli bir morbidite
ve mortalite nedeni olmakla birlikte hasta-
Ik tam olarak geri donusti olmayan hava
akimi sinirlanmasi ile karakterize bir hasta-
Ik olarak tanimlanmaktadir. Hiperkapni,
hipoksemi, kronik kor pulmonale ve Kilo
kaybr KOAH'In gec¢ godrulen etkileri olup
hastaligin prognozu ile pozitif korelasyon
gosterirler (1,2).

Pulmoner arter basing artis nedenlerinden
birisi de guclui vazodilatatér etkili nitrik
oksitin (NO) etkinliginin azalmasi olarak kabul
edilmektedir. Kronik hipoksiye sekonder
pulmoner hipertansiyon nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimlerinin artmis pulmoner ekspres-
yonu ile birliktedir. Buna ragmen bu hasta-
Ikta nitrik oksitin pulmoner uUretiminin
azalmis oldugu gosterilmistir. NO sentezini
regile eden NOS enziminin aktivitesi ise
endojen bir inhibitdér olan asimetrik dimetil-
arjinin (ADMA) molekulii ile duizenlenmek-
tedir. ADMA'nin NO’nun endojen inhibitori
oldugu cesitli calismalarda gosterilmistir (3).

ADMA'nin en 6nemli metabolik yolu Dimetil-
arjinin Dimetil Amino Hidrolaz (DDAH) enzi-
miyle sitrilin ve dimetilamine yikilmasidir
(4,5).

Bazi arastirmacilar ¢alismalarinda hipoksiye
maruz birakilan domuzlarda DDAH aktivite-
sinin baskilandigini gostermislerdir. DDAH
aktivitesi ve ekspresyonu yeni doganlarin
primer pulmoner hipertansiyonunda azalmig-

tir. Bu da bu hastalarda NOS aktivitesinin
azalmasint ve ADMA seviyelerinin ytiksel-
mesini aciklamaktadir (6).

Calismamizin amaci kronik obstruktif akci-
der hastaligi olan hastalarin kan ADMA, NO
ve arjinin diizeylerini belirlemektir.

GEREC VE YONTEM

Calismada Selgcuk Universitesi Meram Tip
Fakiiltesi Go6gus Hastaliklant ve Tuberkiiloz
Anabilim Dali poliklinigine basvuran, GOLD’a
(Kronik Obstruktif Akciger Hastalidi icin Global
Girisim) gore Kronik Obstruktif Akciger
Hastaligi (KOAH) tanisi konmus 75 erkek
hasta (65.2 = 0.8) ve benzer yas grubunda
bilinen herhangi bir hastali@ olmayan 25
erkek (63.1 + 0.8) kontrol grubu olarak alind1.
Hastalarin bilinen bagska bir hastalid@i (pno6-
moni, diyabet, bdbrek yetmezIligi, akciger
kanseri, aterosklerotik kalp hastalidi, sol
ventrikiil yetmeszligi v.b.) yoktu. Bu calisma
icin Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Etik Kurulundan onay alindi ve hastalar
calisma hakkinda bilgilendirildi.

iIk basvuru esnasinda hastalara posteroante-
rior ve lateral akciger grafileri ¢ekildi. Biitiin
solunum fonksiyon testleri (SFT) hastalarin
goddus hastaliklan Kklinigine ilk basvurulari
esnasinda Ymax 2100 Sensormedics marka
spirometri cihazi kullanilarak degerlendirildi.
Zorlu ekspiryum manevrasiyla elde edilen
uc testten en iyi dedger solunum fonksiyon
testi olarak kullanildi. FEV1, FVC, FEV1/
FVC, PEF degerleri olguldu.
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Numunelerin Toplanmasi

ADMA, arjinin ve NO icin hastalar oturur
pozisyonda iken iki ayn antikoagulansiz tiupe
vendz kan Ornekleri alindi. ADMA ve arjinin
ornekleri hemen soguk zincire riayet edile-
rek sogutmali santrifiij ile +4°C de 2000 x g
devirde 5 dakika santrifiij edildikten sonra
serumlart ayrildi. Ayrilan serumlar siilfosali-
silik asit ile uygulanan deproteinizasyon isle-
minden sonra ADMA ve arjinin ¢alismalari
icin ependorf tiiplere aktarilip -80°C de calis-
ma giinine kadar muhafaza edildi. NO
ornekleri 2000 x g devirde 5 dakika santri-
fiij edildi. Ayrilan serum Ornekleri -80°C de
calisma gunine kadar muhafaza -edildi.
ADMA ve arjinin duzeyleri HPLC metoduyla
floresans dedektoérde olguldi (7).

Plasma HNitrit / Nitrat duzeyleri Cayman marka
(Michigan, ABD) ticari kit kullanilarak kolori-
metrik metodla Slguldu.

Tum hastalar oda havasi solurken hepari-
nize enjektorlere 2 ml arter kani alinarak
kan gazi analizleri Bayer Rapidlab 1265 marka
cihaz ile yapild. Orneklerinde
PaO, < 60 mmHg, PaCO , > 45 mmHg olan-

Kan gazi

lar solunum yetmezligi olarak kabul edildi.
istatistiksel Analiz

Veriler bilgisayar ortamina aktarilarak “SPSS
13.0 for Windows” programi yardimiyla ista-

KOAH’ta ADMA ve NO

tistiksel analizler yapildi. Veriler “ortalama =
standart hata” ve yuzde olarak O6zetlendi.
Parametrelerin gruplar arasi karsilastinlma-
sinda tek yonlii varyans analizi yapildi. Kore-
lasyon testleri icin Pearson ve Spearman’s
Korelasyon calismalart yapildi. Anlamlilik
seviyesi p<0.05 olarak alindi.

BULGULAR

KOAH ve Kkontrol grublarinin yaslari, solu-
num fonksiyon testleri ve arteryal kan gaz-
lar1 sonuclan Tablo 1’de goOsterilmektedir.
Hasta grubu ile kontrol arasindan yas aci-
sindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenmedi (p>0.05). KOAH grubu solunum
fonksiyon testlerinin kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlaml derecede (p<0.05)
dusuk oldugu tespit edildi. Benzer sekilde
pH disindaki arteryel kan gazlan parametre-
lerinde de KOAH ile kontrol gruplar1 arasin-
da istatistiksel olarak anlaml farkhliklar ol-
dugu belirlendi (p<0.05).

Gruplarin serum ADMA, nitrik oksit, arjinin
ve Arjinin/ADMA degerleri Tablo 2’de goste-
rilmektedir. Serum ADMA diizeylerinin KOAH'l1
hastalarda (6.4 + 0.5pM) Kkontrol grubuna
(2.7 + 0.3 pM) gore oldukcga yuksek oldugu
(p< 0.001) oldugu tespit edildi. Buna karsin
KOAH’II hastalarda serum arjinin dtizeyleri
350.5 17.7 pM iken Kkontrol grubunda
399.2 + 39.3 pM olarak saptandi. Gruplar

I+

+

Tablo 1.KOAH ve kontrol gruplarinda yas, SFT ve kan gazlan parametrelerinin ortalama + SE (Standart Hata) degerleri.

KOAH (n:75) Kontrol (n:25) P degeri

Yas 65.2 + 0.8 63.1 £ 0.8 >0.05
Solunum Fonksiyon Testi

FEV, (% pred) 53.9+2.5 93.1 = 1.7 <0.001

FVC (% pred) 69.8 + 2.5 90.2 = 0.9 <0.001

FEV, / FVC 59.7 + 1.9 90.8 = 1.1 <0.001

FEF,5.,5 (% pred) 33.9+2.5 94 +1.3 <0.001

PEF (% pred) 49.4 + 3.1 95.8+1.8 <0.001
Arteyal Kan Gazi

Ph 7.41 +£0.01 7.41 £0.01 >0.05

PaO, mmHg 66.0 =+ 1.3 88.5 + 0.8 <0.001

PaCO, mmHg 43.9 0.9 36.6 = 0.5 <0.001

Sa0, 90.4 = 0.8 94.5 + 0.5 0.007
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Tablo 2. KOAH ve kontrol gruplarinda ADMA, NO, Arjinin
ve Arjinin/ADMA parametrelerinin ortalama + SE

degerleri.
KOAH (n:75) Kontrol (n:25) P degeri
ADMA (uM) 6.4+ 0.5 2.7 0.3 <0.001
ARJININ (uM)  350.5 + 17.7 399.2 + 39.3 0.2
ARJININJ/ADMA 110.7 = 15.7 216.2 +37.0 0.003
NO (uM) 3.3+0.2 4.6 +0.6 0.02

arasindaki bu farkhihidin istatistiksel olarak
anlamhli olmadid1 belirlendi (p>0.05). KOAH
grubunda Arjinin/ADMA ortalamasi 110.7 + 15.7
olarak, kontrol grubunda ise 216.2 + 37.0
olarak bulundu. Iki grup arasindaki fark
istatiksel olarak anlamli bulundu (p: 0.003).
KOAH'II hastalarda serum NO duzeylerin
ortalamasi 3.3 = 0.2 pM iken kontrol grubun-
da 4.6 + 0.6 pM olarak belirlendi. Gruplar
arasi bu farklilik istatistiksel agidan anlaml
bulundu (p: 0.02).

KOAH grubunda serum ADMA ve NO duzey-
leri arasinda negatif bir korelasyon tespit
edildi (r = -0.320, p:0.001). KOAH grubundaki
ADMA-NO arasi korelasyon Grafik 1'de goste-
rilmektedir.

Serum ADMA diizeyleri ile kan gazlan arasin-
da korelasyon testleri uygulamasinda PaO,
ile ADMA arasinda negatif bir korelasyon
tespit edildi (r = -0.299, p:0.002). Serum
ADMA dizeyleri ile pH arasindaki negatif
korelasyon anlamh degildi (r = -0.057, p>0.05).

FEV1/FWTC
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Grafik 1. ADMA-NO Kkorelasyon grafidi.

Tablo 3. Olciilen parametrelerin ADMA ile korelasyonlari.

r P
NO -0.320 0.001
FEV, -0.508 0.000
FVC -0.446 0.000
FEV,/FVC -0.441 0.000
pH -0.057 >0.05
PaO, -0.299 0.002
Sa0, -0.162 >0.05
PaCO, 0.277 0.005

Serum ADMA diizeyleri ile PaCO, arasinda
pozitif korelasyon bulundu (r = 0.277, p:0.005).
Serum ADMA duzeyleri ile SaO; arasinde
negatif bir iliski gézlemlense de anlaml
diuzeyde degildi (r = -0.162, p>0.05). Tum
parametrelerin ADMA ile Kkorelasyonlar
Tablo 3’te gdsterilmektedir.

Serum ADMA diizeyleri ile solunum fonk:
siyon testleri arasi korelasyona bakildiginda
ADMA ile FEV |, FVC ve FEV |/ FVC arasinda
anlamli negatif korelasyon bulundu (sirasiyle
r = -0.508, -0.446, -0.441, p:0.000). KOAH
grubunda ADMA-FEV | /FVC arasi korelasyon
Grafik 2’de gosterilmektedir. Yiiksek ADMA
degerlerine azalmis solunum fonksiyon test-
lerinin eslik ettigi géruldu.

TARTISMA

ADMA proteinlerin posttranslasyonel metilas
yonu yoluyla meydana gelir. Renal yolla da
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Grafik 2. ADMA-FEV /FVC Korelasyon grafigi.
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atilmakla beraber baslica metabolik yol
DDAH enzimiyle sitrulin ve dimetilamine
yikilimidir. Son doénemlerde yapilan calis-
malar NOS aktivitesinde ADMA'nin 6nemli
bir roliinlin oldugunu ortaya koymustur. NOS
aktivitesinin ADMA ile inhibisyonu sonucu
vazodilatator etkili NO sentezi olamamakta
ve bu da cesitli klinik bozukluklarin ortaya
cilkmasina sebep olmaktadir. Cok sayida
calisma ADMA seviyelerinde hafif artislarin
bile kardiyovaskiiler degisikliklerin oraninda
artisa sebep oldugunu gostermistir (8).

Pulmoner hipertansiyon; pulmoner kan
basinci artisi, kiicik pulmoner arterlerin
yeniden yapillanmasi ve sag ventrikiiler
hipertrofi ile karakterizedir. Pulmoner hiper-
tansiyon patofizyolojisinde ilk olayin endo-
tel disfonksiyonu oldugu dusunilmektedir.
Bunda endotel kaynakl nitrik oksitin fonk-
siyonu tartisiimaktadir (9). Klinik calisma-
larda kisa ddnemli inhale NO tedavisinin
yararh etkiler gostermesi NO bagimh vazo-
dilatasyonun hipertansiyonda
bozuldugunu gostermistir (10). Cok sayida
calisma Kkronik hipoksiye bagli pulmoner
hipertansiyonda paradoksik olarak eNOS’un
pulmoner ekspresyonunun arttigini goster-
mistir (11). Her ne kadar bazi ¢calismalar NOS
aktivitesinin arttigi ve bunun mediatori
olan cGMP'nin arttigini goésterse de c¢ok
sayilda calismada da bu hastalikta NO
uretiminin azaldigi gosterilmistir (12-15). Bu
yuzden pulmoner hipertansiyonda artmis
NOS aktivitesi her zaman NO aktivitesinde
artmayla korele degildir. Kompleks duizen-
leyici mekanizmalarin varhd@ s6z konusu
olabilir. NOS enzim aktivitesi metil arjinin-
ler (ADMA, L-NMMA) tarafindan kompetitif
olarak inhibe edilir. Serumda ADMA’nin
miktar1t L-NMMA miktarinin 10 Katidir (3).

pulmoner

KOAH grubunda ADMA duzeylerinin kontrol
grubuna gore belirgin sekilde yuksek oldu-
dgunu gozledik. Elde ettigimiz bu bulgunun
arastirmacilar tarafindan yapilmis olan de-
neysel calismalarda elde edilen ADMA bul-
gulan ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Cilt 6, Say1 3, Aralik 2008
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Kielstein ve ark. (16), idiopatik pulmoner
hipertansiyonu olan 57 hastada serum
ADMA duzeylerinin kontrol grubuna oranla
onemli Ol¢iide yuksek oldugunu ve mixed
vendz oksijen saturasyonuyla serum ADMA
diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulun-
dugunu tespit ettiler.

Calismamizdaki KOAH hastalarinda solunum
testleri ve kan gaz1 analizleri sonucu tespit
ettigimiz hipoksinin de ADMA duzeyleri tize-
rine artic1 etkisi oldugu cesitli arastirmacilar
tarafindan gosterilmistir (3,17,18). Millat ve
ark. (3), 1 hafta sureyle hipoksiye maruz
birakilan ratlarda eNOS ekspresyonundaki
artisa ragmen ADMA duzeylerinin arttigini
gostermigslerdir. Yine domuzlarin hipoksiye
maruz birakildiqi bir calismada da DDAH
aktivitesinin baskilandigini gdéstermislerdir.
Anemon ve ark. (18), hemorajik sok yaptik-
lart hayvanlarda hemoraji 6ncesi ve sonrasi
ADMA duzeylerini arastirmiglardir. Hemorajik
sok olusturulan hayvanlarda meydana gelen
hipoksi ve oliglri tablosu sonucu ADMA
diizeylerini hemoraji 6ncesi degerlerine
gore yuksek olarak bulmuslardir. Yildirnm ve
ark. (17), 3 hafta siireyle hipoksiye (%10 O,)
maruz birakilan ratlarda ADMA miktarni
hipoksik grupta normoksik gruba gore ytik-
sek olarak bulmusglardir. Bu ¢calismayla hipoksi
sonucu alveolar tip 2 hucrelerde PRMT 2
ekspresyonunun arttigini bdylece protein
metilasyonunda artisin gerceklestigini belir-
lemiglerdir. Calismamizda PaO, ile ADMA
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir negatif
Korelasyon tespit edildi. SaO;, degeri ile
ADMA seviyesi arasinda negatif bir korelas-
yonun varlidi tespit edilmekle birlikte bu
korelasyonun istatistiksel olarak 6nemli olma-
digi belirlendi. Yapmis oldugumuz calismada
elde ettigimiz bu sonuclar dogrultusunda
ADMA'nin sadece KOAH’II hastalarda belirli
derecelerde meydana gelen pulmoner hiper-
tansiyonda degil, bu hastalarda olusmus olan
kronik hipoksi sonucunda da artmis olabi-
lecegini diuistinmekteyiz. Ayrica bu hasta larda
olusmus olan br ons konstriiksiyonu da ADMA
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diizeyinin ytikselmesi nedenlerden biri olabi-
lir. Pullamsetti ve ark. (19), deneysel pulmo-
ner hipertansiyon olusturduklarlt ¢alismala-
rnda; ratlarda gerek serum gerekse de
dokuda ADMA ve SDMA diizeylerinin yuksel-
digini gostermislerdir. Ayn1 calismada DDAH
ekspresyonundaki azalma ile ADMA artisini
aciklamislardir. Yine Gorenflo ve ark. (20),
diisiik ve yluksek basing¢li konjenital pulmo-

ner hipertansiyon hastalarinda ADMA duzey-
lerini arastirdilar. Calismalarinda ytiksek ba-
sincli Konjenital pulmoner hipertansiyon
hastalarinda ADMA diizeylerini diger gruba
gdre daha yuksek olarak bulmuslardir. Bu
calismada yliksek ADMA duzeylerinin yuksek
pulmoner basing ile korele oldugu gézlen-
mektedir. Ozkan ve ark. (21), obstruktif uyku
apnesi olan hastalarda serum ADMA seviye-

lerini kontrol grubuna oranla yiiksek, NO
duizeylerini dusuk bulmuslardir. Ricciardolo

ve ark. (22), NOS regulasyonunun astim ve
KOAH'In tedavi ve 6nlenmesinde 6nemli bir
hedef olabilecegini savunmuslardir.

Calismamizda Arjinin dilizeyleri agisindan
KOAH grubu ile Kontrol grubu arasinda bir
farklihk gozlemedik. Arjinin/ADMA oranlarni
KOAH grubunda kontrol grubuna goére dusuk
olarak bulduk (p:0.003).

Calismamizda KOAH grubunun NO dizey-
leri Kontrol grubundan diistik olarak tespit
edildi. NO oldukga labil bir molekiil olup
gercek duzeylerin tespiti olduk¢a zor olmak-
tadir. Literatiirlerde farkh NO diizeylerinin
tespiti altinda yatan en énemli nedenlerden
birisi de metodolojik farkliliklardir. Azalan
NO diuzeylerinin artmis hasara neden ola-
bilecegi cesitli calismalarda goOsterilmistir
(14,15,21). Gerek bizim calismamiz gerek-
literatiirdeki calismalar ADMA’nin
onemli bir hedef molekul olabilecedini ve
diizeyinin dustrulmesinin hastah@in ilerle-
mesi uUzerinde Onemli etkisi olabilecedini
gostermektedir. Yine c¢alismamiz ADMA
diizeyinin yuksekliginin KOAH hastalan i¢in
kotii bir prognostik belirte¢ olabilecedini
gostermektedir. ADMA duzeyini azaltacak

se de

92

stratejiler hastaligin gerek tedavisinde gerek
se de semptomlarinin azaltilmasinda yardim-
c1 olabilir.
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