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SIMGELER VE KISALTMALAR
ADMA: Asimetrik Dimetil Arjinin
AKBM: Ambulatuvar Kan Basincit Monitorizasyonu
DDAMH: Dimetilarjinin Dimetil Aminohidrolaz
eNOS: Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
IMT: Intima-Media Kalinhg

KAT: Katyonik Aminoasit Tastyicilari
KB: Kan Basinci

KV: Kardiyovaskiiler

L : Litre

LDL: Diisiik Yogunluklu Lipoprotein
LNMMA: N-monometil-L-arjinin

M : Molarite

MHT: Maskeli Hipertansiyon

ml: Mililitre

NO: Nitrik Oksit

NOS: Nitrik Oksit Sentaz

OH: Organ Hasar

PRMT: Protein Arjinin Metil Transferaz
SAH: S-Adenozil Homosistein

SAM: S-Adenozil Metiyonin

SDMA: Simetrik Dimetil Arjinin

SVH: Sol Ventrikiil Hipertrofisi

p : Mikro
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Maskeli Hipertansiyon Hastalarinda Serum SDMA, L-NMMA ve
Diizeyleri

Miiserref Hosaf

Tibbi Biyokimya Anabilim Dal

YUKSEK LiSANS TEZi / KONYA-2016

Asimetrik dimetilarjinin (ADMA), metillenmig bir arjinin analogu olup; NO sentezinin anahtar
enzimi olan NO sentazin (NOS) endojen yarigmali bir inhibitdriidiir. Metillenen arjinin rezidiilerinin
proteinlerden hidrolizi sonucu agiga ¢ikar. Hiicrede meydana gelen ve dolagima verilen net ADMA
seviyesi, arjinin tiirevlerine sahip proteinlerin yikimi, ADMA’nin DDAH enzimleriyle ve hiicreden
salinim oranlar1 arasindaki dengeyle alakalidir. Yiikselmis ADMA seviyesi neredeyse biitiin bilinen KV
risk faktorleri ile iligkilidir ve metabolik hastaliklar tanisi olan hastalarda goriilmektedir. ADMA
konstrasyonu bu hasta populasyonlar1 arasinda bile olduk¢a degisiklik gostermektedir. Dolagimdaki
ADMA konsantrasyonu L-NMMA’dan 10 kat fazladir. SDMA ise biyolojik olarak inaktif bir
molekiildiir. Maskeli hipertansiyon tanisinda AKBM yonteminin 6énemi giderek artmaktadir. Maskeli
hipertansiyonun popiilasyondaki prevalansi, hemen hemen izole muayenehane hipertansiyonunki ile
aynidir.

Kontrol ve maskeli ve hipertansiyon gruplarimiz 24 saatlik ambulatuar kan basinci holteri
takilarak tespit edilmistir. 104 katilimcinin 24 saatlik ambulatuar kan basinct holter sonuglarina goére
sistemden taranarak gruplar olusturulmustur. ADMA, SDMA, LNMMA ve Arjinin ile Sitrulin diizeyleri
Olglilmistiir. Calismamizi yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) yontemi ile LC-MS/MS
cihazinda ESI ile pozitif iyon modda yaptik.

Maskeli hipertansiyon grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda ADMA sonugalr1 anlamli olarak
yiiksek bulundu sirasiyla ADMA, SDMA ve LNMMA p degerleri sirasiyla (p=0,008, p= 0,970, p=0,032).
Maskeli hipertansiyon hipertansiyon ile kiyaslandiginda SDMA anlamli olarak yiiksek bulunurken
ADMA ve LNMMA istatiksel olarak anlamli bulunamamustir. Sirast ile ADMA SDMA ve LNMMA p
degerleri (p=0,383 p=0,001 p=0,236)

Sonug olarak klinik olarak bulgu vermeyen maskeli hipertansif hastalarda metil arjinin tiirevleri
arjinin ile birlikte tedrici bir artis gostermekle birlikte SDMA sadece asikar hipertansiyonu olan

hastalarda belirgin artis gdstermektedir.

Anahtar kelimeler maskeli hipertansiyon ; ADMA; LNMMA; SDMA
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Masked Hypertension in Patients ADMA, SDMA And L-NMMA Levels
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MASTER THESIS / KONYA-2015

ADMA is a methyl analogue of arginin and it inhibits competetively Nitric Oxide Synthase
(NOS) enzyme which is the key enzyme for the synthesis of NO. Methylated arginin residues on proteins
were hydrolysed and free ADMA occurs. Net ADMA balance is dependent on hydolisation of methylated
proteins, DDA enzyme activity. High ADMA levels are correlated with increased risk of cardiovascular
disease. Therefore cardiovascular disease is called a metabolic disease. ADMA levels are different even
in this patients. ADMA in addition to SDMA, LNMMA, sitrulin and arginin levels are also important in
cardiovascular disease. Masked hypertension importance is getting increasing in recent years. However
there are limited study in the literatiire related with masked hypertension and methylated arginins level.
Therefore we aimed to study if there is any relation between masked hypertension and methylated
arginins level.

Fort his purpose we monitored 24 hours blood pressure with the normal beginning blood
pressure of 104 participants. After monitorisation ,25% of them were classified as masked hypertension
patients. In addition to that diagnosed and under medication high blood pressure patients were also
included in the study. All patients and control serum level of methylated arginines were measured by
liquid chromatograpy followed by mass spectrometer.

ADMA, LNMMA and arginin levels were higher in masked hypertension. In obvious
hypertension patients SDMA was laso to be found higher in addition to other methyl arginin. Total

methyl arginin levels were higher in hypertension group when compared to masked hypertension patients.

Keywords : Masked Hypertesion; ADMA; LNMMA; SDMA
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1. GIRIS

Nitrik oksit (NO), NO-sentaz (NOS) ile katalize edilen bir reaksiyonda, L-
arginin’den sentez edilen serbest molekiildiir. NO; kardiovaskiiler sistemin diizenleyici
reaksiyonu ile alakalidir. Endotel hiicreleri tarafindan iiretilen NO akim aracili
vazodilatasyon, trombosit aktivasyon inhibisyonu da dahil olmak iizere pek ¢ok endotel

fonksiyonlara sahip olup ¢ok yonlii bir araci olarak ortaya ¢ikmistir (Alpoim, Godoi ve
ark 2013).

NO; vazodilatasyonu uyarmasinin yani sira trombositlerin adezyon ve
agregasyonunu da engeller. Bununla birlikte monosit ve lokositlerin endotele

adezyonunu ve diiz kas hiicre proliferasyonunu azaltir (Boger 2003).

Son yillardaki ¢aligmalar, endotelyal nitrik oksit (NO) iiretim ve saliniminin,
fizyolojik vaskiiler yapt ve tonus agisindan ¢ok Onemli bir rol oynadigim
gostermektedir. Endotelyal disfonksiyon gelisiminin altinda, nedeni her ne olursa olsun

biyoaktif endotelyal NO kayb1 yatmaktadir.

Asimetrik dimetilarjinin (ADMA), metillenmis bir arjinin analogu olup; NO
sentezinin anahtar enzimi olan NO sentazin (NOS) endojen yarigsmali bir inhibitoriidiir.
Patofizyolojik durumlardaki ADMA konsantrasyonlari, vaskiiler NO {iretimini inhibe
etmektedir ve intraarteryel inflizyonlarinda lokal vazokonstriiksiyona ve hipertansiyona
neden olmaktadir (Selcuk ve ark 2008).

1.1. Metil Arjininler

1.2. Genel Bilgi

Arjinin aminoasiti bir veya iki kez metillenebilmektedir. Metilasyon/metillenme

spesifik olarak bir hidrojen atomunun bir metil grubuyla yer degistirmesidir.

1.3. Metil Arjininlerin Olusumu ve Cesitleri

Arjinin tilirevleri, proteinlerde yeralan bazi arjinin pargaciklarinin metillenmesi
ile meydana gelirler. Bu olay proteinlerde yer alan arjininin guanidino azotlarina 1 veya
2 metil gruplarimi baglayip, posttranslasyonel modifikasyonla olur. Canlilarda
proteinlerin metilasyonunu Protein Arjinin Metil Transferaz (PRMT) enzimleri
gerceklestirir. Olusan {irlinler; asimetrik dimetil arjinin (ADMA), simetrik dimetil
arjinin (SDMA) N-monometil-L-arjinin (L-NMMA)’dir (McBride ve Silver 2001).
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Sekil 1.1. Arginin metilasyonu. Arjinin rezidiilerinin metilasyonunda S-Adenosil metil
vericisidir. S-Adenosil bu islemden sonra homosisteine doniisiir.( McBride and Silver

2001)

Bu metillenmis proteinler, agirlikli olarak g¢ekirdek i¢inde bulunan I. tip ve RNA
isleme ve transkripsiyonel kontroliinde bir rol oynamaktadir. Bu proteinler boylece
protein dongiisii zorunlu bir iiriinii olup, hidroliz oldugunda ADMA sitozole salinir. Bu
nedenle, ADMA'nin miktar1 {iretilen proteinler ve protein devir hizina arginin
metilasyonuna baghdir. Bobrek, idrar i¢ine salgilayan tarafindan viicuttan ADMA'nin
ortadan kaldirilmas1 6nemli bir rol oynamasina ragmen, sitrulin ve dimetilamin igine
dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDAH 1 ve II) ile ADMA'nin déniisiimiinde en

onemli metabolik yoldur (Alpoim, Godoi ve ark 2013).

PRMT nin iki genis tipi PRMT I ve PRMT II’dir. Tip I; guanidino grubundaki
azotlardan sadece birini metillerken, tip Il ise iki azotu da metillemektedir. Boylece
PRMT-1; ADMA ve L-NMMA’y1 sentezlerken, PRMT-2 ise SDMA ve L-NMMA’y1

sentezler (Vallance ve Leiper 2004).

PRMT ’nin en sik karsilagilan tipi, tip I dir ve ¢ok sayida proteine spesifik farkli
tipleri vardir ve kardiovaskiiler sistemde kalp, diiz kas hiicreleri ve endotelyal
hiicrelerde bulundugu gosterilmistir. Artan LDL ile birlikte artmis tip | PRMT
ekspresyonu ile ADMA diizeylerinin LDL ile pozitif korelasyonu oldugu
gozlemlenmistir (Lentz 2003, Rodionov ve ark 2003).



Endotelyal ekspresyon ile ilgili detayli bilgi mevcut olmamakla PRMT-I’in
biitiin tipleri (1,3,4 ve 6) vaskiiler hiicrelerde ekspresse edilir. Uriinleri olan ADMA ve

L-NMMA’in NOS’u inhibe etme 0zellikleri vardir.

Tip I PRMT ise SDMA (simetrik dimetilarjinin) olusumunda rol oynar.
SDMA’nin NOS’u inhibe etme 6zelligi yoktur.

Proteinler hidrolize ugradiginda onlarin metillenmis arjinin rezidiileri serbest
kalir, sonrasinda metillenmis arjininler idrarla atilir. Renal yetmezlik hastalarinda
metillenmis arjininler idrarla atilamaz ve seviyeleri yiikselir. Metil arjininler bobrekte

dimetilarjinin metil transferaz ile karacigerde asetilasyonla metabolize edilebilir.

PRMT’ler protein metilasyonunda metil vericisi olarak S-Adenozil Metionini
(SAM) kullandiklar1 igin SAM artist PRMT aktivasyonunu artirirken, S- Adenozil
Homosistein (SAH) artist PRMT yi inhibe eder (Lentz, Rodionov ve ark 2003).

1.4. Asimetrik Dimetil Arjinin (ADMA)

1.5. ADMA SDMA ve LNMMA ’nin Yapisal Ozellikleri

Asimetrik NG, NG dimetilarjinin (C8H18N402), L-Arjininin guanidino
analogu; endojen olarak sentezlenen, proteinlerdeki arjinin rezidiilerinin protein arjinin
metil transferazlarityla (PRMT 1) metillenmesiyle meydana gelen bir tiirev aminoasittir
(Sekil 2). NG-monometil-L-arjinin (L-NMMA) ve asimetrik NG, NG-dimetil-L-arjinin
(ADMA) olmak iizere iki tip endojen NO sentetaz inhibitorii vardir. Dolasan
konsantrasyonu L-NMMA’dan 10 kat fazla olan ADMA, insanda NO biyosentezinin
major inhibitoriidiir. ADMA metile niikleer proteinlerin proteolizi sirasinda ortaya ¢ikan
aktif bir molekiildiir. Simetrik dimetilarjinin (SDMA) ise biyolojik olarak inaktifdir
(Eroglu Altinova ve Arslan 2009).
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Sekil 1.2. L-Arjinin, NMMA (NG-monometil-L-arjinin), ADMA (asimetrik
dimetilarjinin) ve SDMA (Simetrik dimetilarjinin) ’in molekiiler formiilleri. (Eroglu

Altinova ve Arslan 2009).

ADMA oldukgca stabil bir molekiildiir. Hiicreler arasinda rahatca dolasabilmekte
ve etkisini serbest olarak gosterebilmektedir. Bir hiicrede tiretildikten sonra etkinligini
rahatlikla baska bir hiicre iizerinde gosterebilmektedir. Mesela damar diiz kas
hiicresinde tiretildikten sonra endotel hiicresi iizerinde etkisini gosterebilir (Fickling ve
ark 1999). ADMA’nin hiicre i¢i miktarlar1 protein metilasyonu, protein yikim hizi ve
ADMA’nin dimetilarjinin dimetil aminohidrolaz (DDAH) tarafindan yikilma hizina

baglidir. Hiicre igerisinde olusan ADMA daha sonra dolagima verilmektedir.

Salinan ADMA hem orijin yerinden disar1 ¢ikabilir hem de plazmadan uzak
bolgelerden de alinabilmektedir. Bu olayi; arjinin ve diger katyonik aminoasitler
(CAAs) i¢in degis-tokus ile “katyonik aminoasit tasiyicilar (CATs)” adi verilen
tastyicilar gerceklestirmektedir (Baylis 2006).

Endotel kaynakli NO endotel fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde Onemlidir.
NO’nun vazodilatasyon, antitrombotik islev ve inflamasyonun kontroliinde kritik rolleri
vardir. NO biosentezinin bozulmasi endotel fonksiyonunun bozulmasiyla beraber ¢cok
sayida vaskiiler hadiseyle birliktedir. ADMA arjininden NO sentezini kompetetif olarak
inhibe eder (Alacam ve ark 2011).

1.6. ADMA’nin Dolasima Gegisi ve Dolasimdaki ADMA

ADMA’nin ¢ogunlugu hiicre i¢inde DDAH tarafindan yikilmaktadir. Yikima
ugramayan az kisimdaki ADMA, katyonik amino asit tasiyicilart KAT ile hiicreden
plazmaya ulagsir (Sekil 1.3.1). KAT, ADMA’nin hem hiicreden digartya verilmesinde ve
hiicreye girmesinde etkindir. Konjestif kalp yetmezligi, akut bobrek yetmezligi ve septik

sok gibi bazi1 klinik durumlarda KAT ekspresyonunun degismis oldugu bildirilmistir
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(Kaye ve ark 2000, Reade ve ark 2002) KAT tarafindan dolasima tasinan ADMA nin,
biyolojik olarak aktif olup olmadig1 veya yiiksek plazma konsantrasyonunun yiiksek
hiicre i¢i seviyelerin bir belirteci olup olmadigi bilinmemektedir. Ancak saglikli
kisilerde (0,5-1,2 umol/L) veya hastalardaki (ortalama 3 pumol/L) ADMA seviyelerinin
biyolojik olarak aktif olamayacak kadar diisiikk oldugu diisiiniilmektedir (Wu ve Morris
1998).

Hiicrelerdeki ADMA seviyeleri, dolasimdaki ADMA diizeyinden 5-10 kat daha
coktur. Fizyolojik sartlar altinda hiicre i¢i miktar1 yaklasik 3,6 umol/L olan ADMA’nin
endotelyal NO iizerine etkisi yalniz % 10 iken, plazma ADMA seviyeleri 3 ile 9 kat
yiikseldigi patolojik durumlarda NO dretimini azaltma etkisi % 30-70’lere
cikabilmektedir (Wilcken ve ark 2007).

Dolasimdaki ADMA idrar ile atilan miktar1 disinda farkli organlarda yine
hiicreye girer ve DDAH enzimi ile metabolize olur. Yikima ugradigi organlar karaciger
ve bobrektir. Bobrek yetmezliginde ADMA nin biriktigi ve yiiksek ADMA seviyesinin
son donem bobrek hastaligindaki kardiyovaskiiler mortalite ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Zoccali ve ark 2001). Bu hastalarda plazma ADMA konsantrasyonu
mortalite i¢in giliclii ve bagimsiz bir risk faktorii olarak one ¢ikmistir. Bu bulgulara
dayanarak ADMA birikiminin, fizyolojik fonksiyonlar1 ¢ok 6nemli olan NO iiretimini
azaltarak, ¢oklu organ yetmezligi gelisiminde sebepsel bir faktér olabilecegi

bildirilmistir (Nijveldt ve ark 2003).

Hiicrede meydana gelen ve dolasima verilen net ADMA seviyesi, arjinin
tirevlerine sahip proteinlerin yikimi, ADMA’nin DDAH enzimleriyle ve hiicreden
salinim oranlar1 arasindaki dengeyle alakalidir. Her bir komponentin, ADMA
seviyelerine ne oranda etki ettigi heniliz bilinmemektedir. Fakat yiiksek metabolik
kapasiteli DDAH enzimi, hiicredeki ADMA miktarin1 belirleyen miithim bir faktor
oldugu soylenebilir. ADMA’nin meydana gelisi karisik ve protein yikim basamaginin
ADMA olusumuyla ne denli bir iliski icinde oldugu net olarak bilinmemektedir.
Patolojik vakalara sebep olmamak i¢in DDAH enzimi tarafindan hemen yok edilmesi
gereken ADMA protein yikiminin bir yan {iriinli olmaktan yana proteinlerin yikimi ile

NO basamag arasinda biyolojik baglantilarin anahtar kilit 6gesidir.



Hiicre ici ADMA goreceli olarak stabildir. ADMA bir hiicrede yapildiginda
baska bir hiicredeki NOS enzimini inhibe etme yetenegine de sahiptir (Fickling ve ark
1999).

1.10. ADMA’nin Metabolizmasi

ADMA’nin %10’luk kismi bobrekler yoluyla uzaklastirilirken, geriye kalan
%9011k kisim ise dimetil arjinin dimetil aminohidrolaz (DDAH) tarafindan metabolize
edilmektedir (Tran, Leiper, Vallance, 2003). DDAH enziminin iki tipi bulunmaktadir.
Tip 1 DDAH aktivitesi bobrekte ve beyinde fazlayken, tip 2 DDAH aktivitesi kalpte,
plasentada ve bobrekte oldukca fazla bulunmaktadir (Alacam ve ark 2011, Alpoim ve
ark 2013). DDAH 1 enzimini kodlayan gen 1. kromozomda lokalize olmus iken, DDAH
2’yi kodlayan gen 6. kromozomda lokalizedir. Bu izoformlar farkli doku dagilimlar
gostermelerine ragmen aktiviteleri benzerdir. DDAH 1 expresyonu ile ndral NOS
arasinda, DDAH 2 ile endotelyal NOS (eNOS) arasinda iliski vardir. Her iki izoform da
kardiovaskiiler sistemde tespit edilmesine ragmen bu sistemde DDAH 2 ekspresyonun
cok daha fazla oldugu gosterilmistir. DDAH, ADMA seviyelerini regiile etmede énemli
rol oynamaktadir. Yapilan arastirmalar ADMA’nin DDAH igin substrat oldugunu,
SDMA’nin olmadigini gostermistir. Bu arastirmalar ADMA’ nin SDMA’ya gore yaygin

bir metabolizmasinin oldugunu géstermistir(Erdem ve Unlii 2009).

/METIYONIN —* sSAM Protein \
PRMT (Meiil transfer
Tekrar metillenme reaksiyonu)
eteT ;] —————p
HOMOSISTEIN §—= SAH Metillenmis protein Hilicre
proteoliz veya
organ 1
DDAH
SITRULIN + DIMETILAMIN ¢—————— ADMA
KAT
o,
Renal < <%20 Plazma ADMA
ekskresyon
[ xaT
v Hiicre
[ SITROULIN + DIMETILAMIN 222" Apma veya
organ 2

Sekil 1.3. ADMA olusumu ve metabolizmasinin sematik gosterimi. (SAM: S-adenozil
metiyonin, SAH: S-adenozil homosistein, KAT: katyonik aminoasit tasiyicilart (Erdem
ve Unlii 2009).



Klinik hastaliklarda ADMA

Artmig ADMA diizeyleri, azalmis NO senteziyle iligkilidir ve bu yiizden ADMA
bircok bilinen ve gelismekte olan kardiyovaskiiler risk faktorleri ve vaskiiler
hastaliklarin progresyonu arasinda bir koprii vazifesi gorebilmektedir (Zoccali 2006).

Ik defa Vallance ve arkadaslari, 1992 yilinda ADMA'nin NO sentazin endojen
bir inhibitérii oldugunu belirtmislerdir (Vallance, Leone ve ark 1992). Onlarin ilk
yorumlarinin ardindan birgok ¢alismada ADMA diizeyinin arttig1 gosterilmistir
(Zoccali, Mallamaci ve ark 2003). Yiiksek ADMA konsantrasyonu ile kardiyovaskiiler
hastaliklar arasindaki iligkiyi gosteren birgok calisma bulunmaktadir. Artmis ADMA
konsantrasyonu hiperhomosisteinemi, diabetes mellitus, tikayici periferik arter hastaligi,
hipertansiyon, kronik kalp yetmezligi ve koroner arter hastaligi ve hiperkolesterolemi
olduk¢a yaygindir (Cizelge 1.1). ADMA’y1 daha genis kullanima sunmak i¢in testin
kimlere uygulanacagi belirlenmelidir. Yiikselmis ADMA konsantrayonu neredeyse
biitiin bilinen KV risk faktorleri ile iligkilidir ve KV metabolik hastaliklar tanisi olan
hastalarda goriilmektedir. Ancak ADMA konstrasyonu bu hasta populasyonalari
arasinda bile oldukca degisiklik gostermektedir. Biitiin geleneksel ve bazi yeni risk
faktorleri degerlendirildiginde multivariate regression analizleri ADMA’nin KV risk
veya total mortalite ile bagimsiz iliskisinin gerekli diizenlemeler de yapildiktan sonra

bile devam ettigini gostermektedir (Boger 2004).



Cizelge 1.1. ADMA konsantrasyonunun yiikseldigi hastaliklar!.

HASTALIK ADMA SEVIYELERINDEKI ARTIS
Cocuk hipertansiyon 2-3
Kronik kalp yetmezligi 2-3
Kronik bobrek yetmezligi 2-7
Koroner arter hastaligi ~2
Diabetus mellitus tip I 2-3
Karaciger yetmezligi 2-3
Hiperkolesterolemi ~2
Hiperhomosisteinemi ~2
Hipertansiyon ~2
Hipertroidizim ~2
Periferal arter hastalig1 2-3
Preeklampsi 2-3
Gebeligin indiikledigi hipertansiyon ~2
Pulmoner hipertansiyon ~2,5
Inme ~2

! Hastaliklarda ADMA seviyelerinin normal seviyeye gore kag kat arti§im gosteren degerdir.
(Boger 2004).

Esansiyel hipertansiyonlu hastalarda, “Beyaz Onliik Hipertansiyonu” olan
hastalarda ve gebeligin indiikledigi hipertansiyonu olan kadinlarda da artmis ADMA

diizeyleri gbzlenmistir (Pettersson, Hedner ve ark 1998).

Glinlimiizde ADMA kardiak olaylar icin diizenlenmis risk faktorlerin arasinda
yer almaktadir. Bir¢ok arastirmaci grubu tarafindan da insanlarda in vivo patofizyolojik
caligmalar uygulanmaktadir. Bulunan veriler ADMA ve vaskiiler hastalik arasindaki

iliskiye 151k tutmaktadir (Reade, Clark ve ark 2002).

Kesitsel caligsmalarda, maskelenmis hipertansiyonu olan hastalar, klinik ve
ambulatuvar kan basinct normal hastalarla karsilagtirildiginda hedef organ hasari
prevalansimin ¢ok daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Celis, Den Hond ve ark 2005,
Parati ve Valentini 2007, Mancia, Bombelli ve ark 2009).

Klinik olarak genelde bulgu vermeyen ama uzun vadede hipertansiyon
gelisimine yol agan maskeli hipertansiyon hastalarinda ADMA, SDMA, LNMMA
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diizeylerini aragtirmayi amagladik. Literatiirde yiiksek diizeylerini ADMA, SDMA,
LNMMA yiiksek kan basinci ile birlikte oldugu bir¢ok caligmada gosterilmistir. Bu
amagla fizik muayenede normotansif olan kisilerde 24 saatlik ambulatuvar kan basinci
holteri takarak maskeli hipertansiyon olgularini tespit etmeyi ve bu hastalarin serum

ADMA, SDMA, LNMMA diizeylerini normotansif hastalarla karsilastirmay1 planladik.

Bu ¢alismayla hem belli bir hasta grubunda bulunan maskeli hipertansiyonlu
hastalarin serum ADMA seviyelerini, hem de maskeli hipertansiyonun gelisiminde
varsa ADMA’nin 6nemini degerlendirmeye c¢alistik. Calisma ayrica inceledigimiz

populasyonda maskeli hipertansiyon sikligini gostermesi agisindan da dnemlidir.
1.11. Hipertansiyon ile Tlgili Genel Bilgiler

1.11.1. Esansiyel Hipertansiyonun Tanimi

Sistemik arter basincinin 140/90 mm Hg’nin iistiinde oldugu ve buna neden
olabilecek herhangi bir patolojinin saptanamadigi durumlar “esansiyel (primer,
idiyopatik) hipertansiyon” olarak adlandirilir.

Giliniimiizde gelismis iilkelerde hastayr hekime gotiiren sebeplerin basinda

sistemik arter kan basincindaki artig gelmektedir.
Hipertansiyonda Tam Yontemleri

Kan basinglarinda yiikselmelerin oldugundan siiphelenilen ya da hipertansiyon
gelismis hastalarin giivenilir bir sekilde degerlendirilebilmeleri, bir bagka deyisle
hastaya dogru bir tan1 konulabilmesi ve yiiksek kan basinci durumunun dogru bir
sekilde tedavi edilebilmesi i¢in hastalarin kan basinglarinin dogru bir sekilde

olgiilebilmesi 6nemlidir (Parati ve Valentini 2007).

Yillardan beri hipertansiyonun teshisinde ve tedavisinde kan basincinin civali
manometre ile 6l¢limii 6nemli yontemdir. Fakat bu alisilmis yontemle kan basincinin 24

saatlik takibi hakkinda bilgi edinmek miimkiin degilidr.

Suboptimal kan basincinin serebrovaskiiler hastaliklarin % 62'sinden, iskemik
kalp hastaliklarinin % 49'undan sorumlu oldugu bildirilmektedir. Ulkemizde her iig
kisiden birini etkileyen hipertansiyonun erken tanisi, uygun tedavisi, yeterli takibinin
bliylik 6nem tasidigi acgiktir. Kan basinct (KB) 0Olglim yontemi olarak 24 saatlik

ambulatuvar kan basinci monitorizasyonu (AKBM) altin standart olmakla birlikte, evde



KB monitorizasyonu ozellikle son yillarda giderek daha fazla tavsiye edilmektedir.
Bununla beraber giiniimiizde KB degerlendirilmesi igin genellikle ofiste KB dl¢iimiide
yapilmaktadir. Fakat ofiste KB Ol¢limiinlin hipertansiyon teshis ve tedavisinin

degerlendirilmesinde yetersiz oldugu goriilmektedir (Kozan ve ark 2012).
Ambulatuvar Kan Basinc1 Monitérizasyonunun Onemi

Hipertansiyon tanisinin, kan basinci yiikselmesinin prognostik etkilerinin
degerlendirilmesinin ve antihipertansif tedavinin uygulanmasiyla kan basincinda elde
edilen azalmanin faydalarinin gosterilmesinin geleneksel olarak muayene sirasindaki
kan basinci 6l¢iimlerine dayandigi gergegine ragmen, giderek artan sayidaki ¢aligmada
muayene sirasindaki kan basmci 6lgiimlerini tamamlayici olarak muayene dis1 kan
basinci Ol¢iimlerinin de rutin bir sekilde kullanilmasinin hastanin tedavisine Onemli

katkilar saglayacagi one siiriilmektedir (Parati ve Valentini 2007).

Yapilan arastirmalarda hipertansif kisilerde yiikselen karotis IMT (intima-media
kalinlig1), SVH (sol ventrikiil hipertrofisi ve diger OH (organ hasari) belirteglerindeki
artisin ofis kan basincina oranla ambulatuvar KB’la yakin iliskili oldugunu gdstermistir.
Baslica 24 saatlik ortalama KB’nin ofis KB’ye oranla morbid veya 6liimciil vakalarla
baglantili oldugu gozlemlenmistir (Mancia ve ark 2013). Dogru o6l¢iilmiis KB’nin
ambulatuvar KB hemen hemen ayni prediktif degerlerde oldugu goriilmiistiir (Sega ve
ark 2005). Yapilan arastirmalarda gozlemlenmis sonuglarla beraber verilerin meta-
analizleri genellikle ambulatuvar KB’nin ofis KB’ye oranla, koroner morbidite veya
oliimciil vakalar ve inme gibi KV sonuglar i¢in riskleri g6z 6niinde bulundurularak daha

duyarli oldugu soylenebilir (Mancia ve ark 2013).

Ambulatuvar KB’nin stiinliigli genel toplumda, genglerde, yashlarda,
erkeklerde ve kadinlarda, tedavi gérmiis ve gérmemis hipertansif hastalarda, yliksek
riskli hastalarda ve KV ve renal hastalik bulunan kisilerde gosterilmistir (Mancia ve ark
2013). Aynu istatistiksel modelde giindiiz ve gece KB nin dikkate alindig1 ¢aligmalarda
gece KB’ nin giindiiz KB’ye kiyasla riskin dngoriilmesi agisindan daha giiclii oldugu
saptanmistir (Fagard ve ark 2008, Hansen ve ark 2011). Gece-giindiiz oran1 sonucun
Ongoriilmesi agisindan 6nemli olmakla birlikte 24 saatlik KB’ye ilave olarak ¢ok az
prognostik bilgi saglar (Fagard ve ark 2009, Hansen ve ark 2011). Dipping paterni

acisindan en tutarli bulgu; KV olay insidansinin, gece KB diisiisiinii yiiksek yasayanlara
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kiyasla daha az gece KB diisiisii yasayan veya gece KB diisiisii ger¢eklesmeyen
hastalarda daha yiiksek oldugu yoniindedir (Mancia ve ark 2013).

Ambulatuar kan basinct ilk olarak 1960’larda hasta giinliik aktivitelerini
yaparken 24 saatlik kan basincini non invaziv olarak 6lgmek amacgh kullaniimistir
(Hinman, Engel veBickford, 1962). Civali sfingomanometrelere gore AKBM’da
Ol¢timler daha diisiik olarak saptanmaktadir (Marchiando ve Elston, 2003).

Ambulatuvar kan basinci 6l¢iim sistemleri son 30 yilda gelistirilmistir. Son
yillarda, otomatik, kiigiik, tasinabilir ve tekrarlanan 6lgtimlerle 24 saatlik kan basincinin
izlenmesine olanak taniyan makinalarin gelistirilmesiyle klinik hipertansiyonun

degerlendirilmesi kolaylasmistir (Ozduran ve Cemri 2001).

AKBO Kkisilerin, ¢cogunlukla az kullandig1 koluna takilarak tasinabilir bir KB
Olclim cihazi ile 24-25 saat arasinda KB 6l¢iimii yapilir. Boylelikle, giin icinde ve gece
uyku sirasinda KB hakkinda bilgi saglanmis olunur. Holter takilirken alinan ilk deger ile
saglik personelinin yaptigi KB 6l¢iimii arasinda fark en fazla 5 mmHg olmalidir. Farkin
daha ¢ok olmasi halinde AKBO mansonu kontrol edilip tekrar takilmalidir. Kisilere
giinliik etkinliklerini yapmalar1 fakat zorlayici egzersizleri yapmamalari, manson 6l¢iim
yaparken hareket etmemesi, konusmamasi ve kolunu hareketsiz tutarak mansonu kalp
seviyesinde getirilmesi anlatilir. Holter takilan kisilere; Ogiinlerin saati, ilacin1 aldigi
saat, uyanma ve yatma saatleriyle beraber KB’yi etkileyebilecek belirtiler ve olaylar
konusunda not alarak bilgi saglamasi sdylenir. Klinik uygulamada dl¢iimler giindiizleri
15 dakika, geceleri ise 30 dakika araliklarla yapilir; 24 saatlik KB hesaplamalarinin
dogrulugunu azalttigindan KB 6l¢timleri arasinda ¢ok fazla araliklar olmamalidir (Di

Rienzo ve ark 1983).

Olgiimlerin giindiiz ve gece ayni siklikta yapilmasi da (6rnegin, giin boyunca 20
dakikada bir) 6nerilebilir. Olgiimler bir bilgisayara yiiklenir ve gesitli analizler yapilir.
Giindiiz ve gece yapilan KB ol¢iimlerinin en az %70’inin usuliine uygun olmasi ve
giindiiz en az 14 ve gece en az 7 gegerli 6l¢lim olmasi gerekir. Aksi takdirde KB 6l¢timii
tekrarlanmalidir. Manuel yapilan Ol¢iimlerin saptanmasi ve aykir1 degerlerin islenmesi
konusunda tartismalar mevcuttur ancak yeterli 6l¢iim bulunmasi halinde diizenleme
yapilmast gerekmez ve yalnizca cok biiylik hatali Ol¢timlerin silinmesi gerekir.
Kardiyak ritmi belirgin sekilde diizensizse alinan Olgiimlerin dogru olmayabilecegi

unutulmamalidir (Stergiou ve ark 2012).
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Cizelge 1.2. Ofis ve ofis dis1 kan basinci degerlerine gore hipertansiyon tanimi.

Kategori Sistolik KB Diastolik KB
(mmHg) (mmHg)
Ofis KB > 140 velveya >90
Ambulatuvar KB

Giindiiz (veya uyanik) >135 ve/veya > 85
Gece (veya uykuda) >120 ve/veya >70
24 saat >130 ve/veya >80
Ev KB >135 ve/veya >85

Ambulatuar Kan Basinc1 Monitorizasyonu (AKBM) Endikasyonlar:
AKBM’ nun bir¢ok degisik endikasyonlar1 bulunmaktadir.
e Yeni tanm1 almis ve hedef organ hasar1 gelismemis hipertansif hastalarin
degerlendirilmesi
e Antihipertansif tedaviye direncli hipertansiyon
e Hedef organ hasar1 bulunan, sinirda hipertansiyon
e Antihipertansif tedavinin etkinliginin degerlendirilmesi
e Beyaz onliik hipertansiyonu
e Epizodik hipertansiyon
e 24 saatlik ortalama kan basincinin tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi
e Antihipertansif ila¢ tedavisi sirasinda goriilen hipotansiyona iliskin semptomlarin
gelismesi
e Otonomik disfonksiyon, ortostatik hipotansiyon/otonomik ndropati(Ozduran ve
Cemri 2001, Parati ve Valentini 2007).

Ambulatuvar Kan Basinc1 Takibinin Kisithhiklar:

e Ozellikle ger¢ek ambulatuvar kosullar altinda, otomatik kan basinci okumalarinin
dogrulugunun bozulmasi olasiligi

e Hastanin giinliik aktivitelerini engellemesi

e Uyku kalitesinin kismen etkilenmesi

e Saatlik kan basinc1 degerlerinin tekrarlanabilirliginin sinirli olmasi
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e Referans “normal” ABPM degerleri konusundaki tartismalarin hala devam ediyor
olmasi
e ABPM™"nin prognostik degeri konusunda hala daha fazla kanita gerek duyulmasi

e Incelemenin maliyetinin yiiksek olmasi (Parati ve Valentini 2007).

Muayene sirasindaki ya da muayene disindaki kan basinci 6l¢iimlerini birlestiren
kan basinc1 degerlendirmeleri bize hastalar1 yalnizca muayene sirasindaki Olg¢iimlere
dayanan geleneksel degerlendirme yoOnteminden ¢ok daha dogru bir sekilde
siniflandirma olanag1 saglamaktadir. Muayene sirasinda (>140/90 mmHg) ve ev ici ya
da giin i¢ci ambulatuvar (>135/85 mmHg) hipertansiyon icin esik kan basinci
degerlerinin uygulanmasi, hipertansiyonu oldugundan kuskulanilan ya da bilinen
hipertansiyonu olan hastalarin dort farkli kategori igerisinde siniflandirilmasina yol

agmaktadir.
Bu dort kategori asagidaki gibi tanimlanmistir:

1. Normotansif, ya da hem muayene sirasindaki dlgtimlerinde, hem de ABPM (ya
da SBPM) sirasinda normal degerlerin elde edildigi, kontrol altindaki tedavi
edilen hipertansiyon

2. Siirekli hipertansiyon ya da hem muayene sirasindaki kan basinci dl¢iimlerinde
hem de ABPM (ya da SBPM) degerlerinde bir yiikselmenin oldugu, kontrolsiiz
hipertansiyon

3. Beyaz onliik hipertansiyonu, ofis kan basinct dl¢limii degerlerinin belirlenen
sinir degerden yliksek oldugu (beyaz Onliilk ya da izole ofis hipertansiyonu)
ancak muayenehane dis1 kan basinci degerlerinin normal oldugu hipertansiyon

4. Maskelenmis hipertansiyon, muayene sirasindaki kan basici Ol¢limlerinin
normal, ancak ABPM (ya da SBPM) ile elde edilen 6l¢iim degerlerinin yiiksek
oldugu hipertansiyon

Son zamanlarda, ABPM ve SBPM’nin klinik pratikte giderek daha sik bir
sekilde kullanilmaya baslanmasi bize beyaz oOnliikk hipertansiyonu ve maskelenmis
hipertansiyonun ana epidemiyolojik ve prognostik 6zelliklerini ¢ok daha iyi bir sekilde

tanimlama olanagini saglamistir (Parati ve Valentini 2007, Pickering ve ark 2007).

1.11.2. Beyaz Onliik Hipertansiyonu

Beyaz oOnliikk hipertansiyonu terimi, muayenehanede veya klinik ol¢iimlerde
hastanin tibbi personelle karsilasmasinin kan basincini yiikseltmesine ragmen, giiniin
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diger saatlerinde klinik disinda veya evde olgiilen kan basmcinin normal bulundugu
hastalar1 tanimlama igin kullanilir. Primer hipertansiyonlu olgularda muayenehanede
kan basinci dlgiimlerinin giinliik yasamdaki 6l¢iimlerden daha yiiksek olmasi ise “Beyaz

Onliik Etkisi” olarak bilinmektedir.

Beyaz onliik etkisi, beyaz onliik hipertansiyonundan farkli bir kavramdir, beyaz
Onliik etkisi normotansif bireylerde goriilebilecegi gibi Onemli derecede klinik

hipertansif hastalarda da saptanabilir (Ozduran ve Cemri 2001).

Populosyonda yapilan aragtirmalara dayanarak beyaz onliik hipertansiyonunun
genel goriilme orani ortalama %13’tiir ve yapilan ¢alismalara gore bu oran hipertansif

kisilerde yaklasik % 32’ye yiikselmistir (Fagard ve Cornelissen 2007).

Beyaz oOnliik hipertansiyonunun goriilme orandaki artis ile iliskili faktorler

sunlardir:

e Sigara kullanmama
e Yas

e Kadin cinsiyet

Bu goriilme sikligi hedef organ hasari bulundugunda veya ofis KB tekrarh
Olclimlere dayandiginda veya bir hemsire veya bagka bir saglik calisani tarafindan
Olciildiiginde daha distiktiir. Goriilme sikligr ayrica ofis KB diizeyi ile de iligkilidir.
Ornegin, beyaz onliik hipertansiyonu oram1 1. derece hipertansiyonda %55 olurken 3.
derece hipertansiyonda yalnizca %10’dur. Organ hasari uzun siireli hipertansiyona
kiyasla beyaz onliik hipertansiyonunda daha diisiik prevalansa sahip olup prospektif
caligmalar bu durumun kardiyovaskiiler olaylar i¢in de tutarli sekilde gecerli oldugunu
gostermistir (Mancia ve ark 2013). Beyaz 6nliik hipertansiyonu bulunan hastalar siklikla
tedavi gordiiglinden klinik KB’deki azalmanin KV olay insidansinda azalmaya neden

olmasi miimkiindiir (Pierdomenico ve Cuccurullo 2011).

Beyaz 6nliik hipertansiyonunun tanimlanmasi potansiyel olarak kotii bir prognoz
gostergesidir ve bu durumun gozlemlendigi hastalarda kalict hipertansiyon gelisme riski

iki kat artmaktadir (Parati ve Valentini 2007).
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1.12. Maskeli Hipertansiyon Tanim

Beyaz gomlek hipertansiyonunun tersi olarak tarif edilmis olan maskeli
hipertansiyon; bireylerde muayenedeki kan basinci degerleri normal (<140/90 mmHg)
olmasma ragmen, ambulatuvar veya evdeki kan basincit degerleri yiikselmis olabilir
(>135/85 mmHg) ve bu duruma “izole ambulatuvar hipertansiyon” veya “maskeli

hipertansiyon” ad1 verilir (Bobrie ve ark 2004, Sega ve ark 2001).

Maskeli hipertansiyonun goriilme sikli§i popiilasyona dayali arastirmalarda
ortalama %13 civarindadir (Aralik: %10-%17). Geng yas, erkek cinsiyeti, sigara, alkol
tilketimi, fiziksel aktivite, egzersiz kaynakli hipertansiyon, anksiyete, is stresi, obezite,
diyabet, KBH ve ailede hipertansiyon Oykiisii gibi bir¢ok faktor ofis dist KB’yi ofis
KB’ye gore artirabilir (Bobrie ve ark 2008).

Maskeli hipertansiyon siklikla diger risk faktorleri, klinik belirti gdstermeyen
organ hasari ve artan diyabet ve uzun siireli hipertansiyon riski ile iligkilendirilir.
Prospektif ~ ¢alismalarin  meta-analizleri KV olaylarin insidansinin  gergek
normotansiyona kiyasla yaklasik iki kat daha yiiksek ve uzun siireli hipertansiyon
insidansina benzer oldugunu gostermektedir. Maskeli hipertansiyonun ¢ogunlukla tespit
edilmedigi ve tedavi uygulanmadan kaldigi bilgisi bu bulguya katkida bulunmus
olabilir. Diyabetik hastalarda maskeli hipertansiyon ozellikle gece KB artigi oluyorsa

daha yiiksek nefropati riskiyle iliskilidir (Mancia ve ark 2013).

Maskeli hipertansiyonun popiilosyondaki prevalansi, hemen hemen izole
muayenehane hipertansiyonunki ile aynidir (Mancia ve ark 2007). Ambulatuvar ve evde
KB seviyeleri, muayenehane sirasinda kan basincinda bariz artis olmasa bile, genellikle
birden ¢ok risk faktorii ve organ hasari bulunan kisilerde faydali bilgiler saglayabilir
(Kozan ve ark 2012). Japonya’da yapilan bir ¢alismada normal kan basingl deneklerin
% 10,4’tinde maskeli hipertansiyon olduklar1 rapor edilmistir (Pickering ve ark 2007).

Maskeli hipertansiyon ¢ocuklarda da tanimlanmistir. 592 c¢ocukla olan bir
calismada (yas ortalamasi 10,2) maskeli hipertansiyon tespit edilmistir. Normal
cocuklarla karsilagtirildiklarinda maskeli hipertansiyon tespit edilen c¢ocuklardaki

obesite ve ailesel hipertansiyon hikayeleri daha fazla bulunmustur (Lurbe ve ark 2005).

Sonug olarak, son birkag¢ yilda yapilan ¢alismalar, muayenehane dis1 kan basinci
Olctimleri hipertansiyonun siddetini daha iyi tanimladigindan ve goriiniirde normotansif

baz1 bireylerde daha yiiksek bir risk profilini ortaya cikardigindan, ABPM yonteminin
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onemine iligkin giderek artan sayida kanit saglamistir. Yeni bir uzun siireli gézlemsel
calismada 12 yillik 6liim riski; muayenehane, ev ve 24 saatlik tanimlara gore
normotansiflik halinden bir, iki ve her ii¢ kan basinci 6l¢iimiinde hipertansif bulunma
durumlarina dogru giderek arttigi gosterilmistir(Mancia, Facchetti, Bombelli, Grassi,
Sega 2006).

1.12.1. Maskeli Hipertansiyonda Organ Hasar1 ve Prognoz

Yapilan bir Japon c¢alismasinda, karotis intima-media kalinligi diger normal
tansiyonlu hastalara olanla daha yiiksek bulunmustur. Osahama popiilasyonunun genis
bir drnekleminde maskeli hipertansiyon tespit edilen gruplarda hem kardiyovaskiiler
mortalite hem de inme morbiditesi riskinin 6nemli derecede daha yiliksek oldugu

saptanmistir (Pickering ve ark 2007).

Kesitsel caligmalarda, maskelenmis hipertansiyonu olan hastalar, klinik ve
ambulatuvar kan basinci normal hastalarla karsilastirildiginda hedef organ hasari

prevalansinin ¢ok daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Parati ve Valentini 2007).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Kullanilan Kimyasal ve Cozeltiler

o ADMA standart(Sigma®:D4268; Lot:MFCD00270857)

e Arjinin standart (Sigma®:A5006; Lot:MFCD00002635)

e SDMA standart(Sigma®:D0390; Lot:MFCDO00070085)

e L-NMMA standart(Sigma®:M7033; Lot:MFCD00069311)

e Sitrulin standart(Sigma®:C7629; Lot:MFCD00064397)

e Metanol (Sigma: 34885-2,5L-R (lot: S2BD126SV ))

e HPLC grade su {Chemsolute,(Bach no: Q2A085192A) Almanya)
e Formik asit (HCOOH)(Sigma Aldrich, Lot no: 81420 (ABD))

e Biitanol (Sigma® Katalog No: W217808-1KG-K)

e [D7]- ADMA (Medical Isotopes Katalog No: DLM-7476-5, A.B.D)

2.2. Kullanilan Cihazlar

e Santrifiij (Beckman Coulter Allegra™ X-2212) (ABD)

e Vortex (Heidolph, Almanya)

e Evaporator (Teknosem TEB 40-WEL WT, Tiirkiye)

e Avyarlanabilir otomatik pipetler (Brand, Almanya)

e Phenomenex Luna C18 50 x 2.1 mm (5 pm) kolon (HPLC Brand Katalog No:
00A-4040-B0 A.B.D).

e Shimadzu LC-20AD (Japonya) yiiksek performansl sivi kromatografisi ile
eslenmis Applied Biosystems MDS SCIEX(USA) API 3200 marka kiitle
spektrometre (LC-MS/MS) cihazi

2.3. Hasta Grubunun Olusturulmasi

Calismamiz Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Komisyonu’nun
19.11.2013 tarih ve 2013/345 numarali etik kurul karar1 ile tez projesi olarak
onaylanmig; sonrasinda  Selcuk  Universitesi  Bilimsel ~ Arastirma  Projeler
Koordinatorliigii tarafindan 4202014 numarasi ile desteklenmesine karar verildikten

sonra vaka olusturulmaya baglanmistir.
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Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kardiyoloji Poliklinigi’ne bagvuran
ve calismaya alinma kriterlerini karsilayan kontrol ve calisma gruplart su sekilde

olusturulmustur:

Kontrol ve maskeli ve hipertansiyon gruplarimiz 24 saatlik ambulatuar kan
basinct holteri takilarak tespit edilmistir. 260 katilimcinin 24 saatlik ambulatuar kan
basinct holter sonuglarina gore sistemden taranarak gruplar olusturulmustur. 24 saatlik
takip sonras1 %80 altinda gegerlilik degerine sahip kayidi olan hastalar, dislanma kriteri
olanlar ve data kaybi olanlar (toplam 69) dislandi. Halihazir da hipertansiyon tanisi
almig olan ve tedavi altinda olan 46 hastadan 10 tanesi data eksikligi, dislama kriteri

sonucunda ¢alisma dis1 birakildi.

24 saatlik ambulatuar kan basing holter sonucu; giindiiz (veya uyanik) > 135
velveya > 85, gece (veya uykuda) > 120 ve/veya > 70 degerlerinden diisiik ve herhangi
baska hastalig1 olmayan katilimcilar kontrol grubunu olusturdu. 24 saatlik ambulatuar
kan basing holter sonucu; giindiiz (veya uyanik) > 135 ve/veya > 85, gece (veya
uykuda) > 120 ve/veya > 70 degerlerinden biiyiik olan ve suana kadar hipertansiyon
tanist almamug, hipertansiyon ilact kullanmamis ve baska kronik hastaligi olmayan
katilimeilar maskeli ht grubunu olusturdu. 24 saatlik ambulatuar kan basing holter
sonucu; giindiiz (veya uyanik) > 135 ve/veya > 85, gece (veya uykuda) > 120 ve/veya >
70 degerlerinden biiyiik olan ve hipertansiyon tansi almis ve hipertansiyon ilact
kullanan bagka hastaligi olmayan katilimcilar asikar hipertansiyon grubunu
olusturmustur. Herhangi bir diger hastaligi olan (kronik bobrek yetmezligi, kronik kalp
yetmezligi, diabetes mellitus hastalii gibi ) katilimcilar calismaya alinmamistir.
Kontrol grubu degerlerine uygun olan 117 hastadan rastgele sekilde 40 katilimci

calismaya dahil edilmistir.

Buna gore Kontrol grubu normal kan basincina sahip 40 kisiden asikar
hipertansiyonu olan 36 kisi ve 28 maskeli ht katilimci ile toplamda 104 kisi ile

calismaya devam edilmistir.

2.4.  Orneklerin Toplanmasi

Hasta ve kontrol gruplarindaki bireyler bilgilendirilip onaylar1 alindiktan sonra
her birinin demografik 6zellikleri (yas, cinsiyet boy, viicut agirligi, aldiklar1 medikasyon

vs.) kaydedildi. Bu hastalardan alinan kanlardan istenen testler ¢alisildiktan sonra kalan
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atik serumlardan metil arjininler (ADMA, SDMA, LNMMA) ve Arjinin ile Sitrulin

diizeyleri 6l¢iilmiistiir.

Bireylerden 8 saatlik aclig1 takiben sabah aglik kan 6rnekleri alind1 ve santrifiij
ile 2000 x g devirde 10 dakika santrifiij edildikten sonra serum kismi ayrildi. Elde
edilen serum Ornekleri ependorf tiiplere aktarilip biyokimyasal analizler

gercgeklestirilinceye kadar -80°C’de saklandi.

Tiim o6l¢timler i¢in gerekli olan kimyasal madde, ticari kit ve kolonlar ile her
tiirlii sarf malzemesinin temin edilebilmesi i¢in Selcuk Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinatorliigii’ne bagvuruldu.
2.5. ADMA, SDMA ve LNMMA Testlerinin Calisma Prosediirii

2.5.1. ADMA Standart Hazirlanmasi

ADMA stok standart soliisyonu (5mg) S5ml metanol icinde hazirlanip
buzdolabinda saklandi. Stok soliisyonunun 1000 mg/L ile diliisyonuyla standart
soliisyonu (50 pM) hazirlandi. Hazirlanan 50 pM standart soliisyondan seri
diliisyonlarla sirasiyla 25, 12,5, 6,25, 3,1, 1,56, 0,78, 0.39 ve 0.18 uM olmak iizere
standart c¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan standartlar derivatizasyon isleminden sonra
otomatik ornekleme cihazina konularak 40 pl enjekte edildi. Alinan pik alanlariyla

ADMA standart grafigi olusturuldu.

2.5.2. SDMMA Standart Hazirlanmasi

SDMA stok standart soliisyonu (5mg) 5ml metanol iginde hazirlanip
buzdolabinda saklandi. Stok soliisyonunun 1000 mg/L ile diliisyonuyla standart
solisyonu (50 uM) hazirlandi. Hazirlanan 50 pM standart soliisyondan seri
diliisyonlarla sirastyla 25, 12,5, 6,25, 3,1, 1,56, 0,78, 0.39 uM olmak {izere standart
cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan standartlar derivatizasyon isleminden sonra otomatik
ornekleme cihazina konularak 40 pl enjekte edildi. Almman pik alanlariyla SDMA
standart grafigi olusturuldu

2.5.3. LNMMA Standart Hazirlanmasi

LNMMA stok standart soliisyonu (5mg) Sml metanol icinde hazirlanip
buzdolabinda saklandi. Stok soliisyonunun 1000mg/L ile diliisyonuyla standart

solisyonu (50 uM) hazirlandi. Hazirlanan 50 pM standart soliisyondan seri
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diliisyonlarla sirasiyla 25, 12,5, 6,25, 3,1, 1,56, 0,78, 0.39 uM olmak {izere standart
cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan standartlar derivatizasyon isleminden sonra otomatik
ornekleme cihazina konularak 40 pl enjekte edildi. Aliman pik alanlartyla LNMMA
standart grafigi olusturuldu

2.5.4. Arginin Standart Hazirlanmasi

Arjinin stok standart soliisyonu (I mM) 0.1 M metanol i¢inde hazirlanip
buzdolabinda saklandi. Stok soliisyonunun 0.1 M metanol ile diliisyonuyla standart
solisyonu (500 puM) hazirlandi. Hazirlanan 500 pM standart soliisyondan 0.1 M
metanol ile diliisyonla sirasiyla 250, 125, 62,5, 31, 15,56, 7,78, 1,945 uM olmak {izere
standart c¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan standartlar derivatizasyon isleminden sonra
otomatik ornekleme cihazina konularak 40 pl enjekte edildi. Alinan pik alanlariyla

arjinin standart grafigi olusturuldu.

2.5.5. Sitrulin Standart Hazirlanmasi

Sitrulin stok standart soliisyonu (I mM) 0.1 M metanol i¢inde hazirlanip
buzdolabinda saklandi. Stok soliisyonunun 0.1 M metanol ile diliisyonuyla standart
soliisyonu (500 puM) hazirlandi. Hazirlanan 500 pM standart soliisyondan 0.1 M
metanol ile diliisyonla sirasiyla 250, 125, 62,5, 31, 15,56, 7,78, 1,945 uM olmak iizere
standart ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan standartlar derivatizasyon isleminden sonra
otomatik 6rnekleme cihazina konularak 40 pl enjekte edildi. Alinan pik alanlariyla

sitrulin standart grafigi olusturuldu

2.5.6. Tiirevlestirici Reaktifin (% 5 Asetilklorid iceren Biitanol) Hazirlanmasi
Temiz bir behere 19 ml biitanol konuldu. Uzerine 1 ml asetilklorid eklendi. Bu

reaktif taze olarak hazirlandi ve her bir 6rnek igin 200 pl kulanildi.

2.5.7. Cozdiiriicii Reaktifin Hazirlanmasi

Temiz bir behere 18 ml HPLC grade distile su alindi. Uzerine 2 ml metanol
eklendi. Bu soliisyon karisimi 90:10 oraninda su:metanoldiir. Bu karistmdan 20 pl
cekilip atilarak ve tizerine 20 pl formik asit eklendi. Bu reaktif taze olarak hazirland: ve
her bir 6rnek i¢in 200 pl kullanildi.
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2.5.8. Mobil Faz Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Mobil Faz A: 1 It HPLC grade distile su igerisinden 1 ml ¢ekilip atildi ve
tizerine 1 ml formik asit eklendi.
Mobil Faz B: 1 It metanoliin i¢erisinden 1 ml’si ¢ekilip atild1 ve tizerine 1 ml
formik asit eklendi.
Gerekli reaktifler hazirlandiktan sonra her hasta igin asagidaki prosediir
uygulanda:
e Ependorflar siralanip hasta listesine gore numaralandirilda.
e Hasta serumlarindan 200 pl ependorflara sirasina uygun olarak konuldu.
e D7-ADMA izotoptan her numuneye 50 pl konuldu.
e Uzerine 1ml metanol eklendi.
e Hafifce vorteksledikten sonra 1300 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
e Siipernatant alttaki partikiillerden ¢ekmemeye dikkat edilerek temiz cam tiipe
alindu.
e 60°C’de azot gazi altinda uguruldu.
e 200 pl tiirevlestirici reaktiften eklendi.
e 60°C’de 20 dk inkiibasyona birakilds.
e 20 dk sonra tekrar azot gaz1 altinda ugurma islemi yapildi.
e 200 pl ¢ozdiiriicti reaktif ile ¢ozdiiriilerek viallere alindi ve HPLC cihazina

yiiklendi.

Kromatografik ayirma gradient eliisyonda (6 dakika) 1ml/dakika akista mobil
faz A olarak %0,1°lik formik asit iceren HPLC grade su mobil faz B olarak %0,1’lik
formik asit igeren metanol kullanilarak gergeklestirildi. Numune enjeksiyon volliimii

40ul olarak belirlendi.

Akis gradientini belirlemek i¢in yapilan deneme ¢alismasi sonucunda total akis
hiz1 ImL/dk olarak belirlendi. Total akista pompa B’nin yilizdesini belirlemek i¢in %20,
%40, %60 ve %80 ile deneme calismalari gerceklestirildi. Toplam ¢aligsma siiresi 6 dk.

olarak belirlendi. Yontemde kullanilan akis gradienti sekil 2.5.4.1°de gosterilmistir.

21



Tirne | Module | Ewent | Fararneter

1 0.10 Pumps Pump B Conc. 15
2 1.00 Pump= Pump B Conc. 25
3 200 Pumps Pump B Conc. 100
4 210 Pump= Pump B Conc. 15
5 3.50 Pump= Pump B Conc. 15
= R.00 Contraller Stop

7

Gradient Curve
100

a0

g0

% B

40

20

Time (min.)

Sekil 2.1. ADMA, SDMA, LNMMA ve Arjinin ile sitrulin 6l¢iimlerinde LC-MS/MS
yonteminde MDS SCIEX(USA) API 3200 cihazinda ayarlanan akis gradienti.

2.6. Kiitle spektrometre (LC-MS/MS) Prensip ve Yontem

Bu yontem ADMA ve diger parametrelerin serumdan ekstraksiyondan sonra

kantitatif olarak dl¢iilmesine dayanir.

Bu calismada yontemin dogrusalligini kanitlamak, analitik 6l¢tim araligi
belirlemek ve kalibrasyon grafigini ¢izmek planlandi. Bunun i¢in 1000png/L’lik ADMA,
SDMA, LNMMA ve Arjinin ile Sitrulin standartlarindan metanolle ile 200 pg/L’lik
standartlar hazirlandi. Hazirlanan 200 pg/L’lik standartindan metanol kullanarak seri
dilisyonla 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3.125 uM standartlar elde edildi. Metanolle
hazirlanmis standartlar okutulmak iizere LC-MS/MS yonteminde oOrnek hazirlama
prosediiriine uygun numuneler hazirlandi. LC-MS/MS cihazinda her bir standardin

kaginci dakikada pik verdikleri tespit edilip pik alanlar1 hesaplandi.
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Metodun son halinde standartlar saf metanolle ¢ozdiiriildii. LC-MS/MS cihazina
ESI ile pozitif iyon modda ¢alisildi. ADMA, SDMA, LNMMA ve Arjinin ile Sitrulin’e

ait standart pikleri asagida verilmistir.

ADMA pikini ¢ikis zamani 0,95. Dk olarak gozlemlendi

B (10 pais) 252300214000 Ca 10 ADMA Tom Sampk 73 (73) O ADMAT2042014MUSE I (Tuo Spay ) Mex. 1087.5 &OE.
1088 ass
1050
1000 - -
o ADMA piki
00

&30

800
TS0

hlensily, gpa

150

25
Time. mh

Sekil 2.2. ADMA standart piki, retansiyon zamani 0,95 dk.

ADMA- D7 internal standart pikinin ¢ikis zamani ise 0,94. dk. olarak bulundu.
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Sekil 2.3. ADMA-D; internal standart piki SDMA pikinin ¢ikis zamani1 0,95.dk olarak

belirlendi.
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Sekil 2.4. SDMA standart piki LNMMA pikinin ¢ikis zamani 0,88.dk.olarak belirlendi.
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Sekil 2.5. LNMMA standart piki Arjinin pikinin ¢ikis zamani 0,88.dk. ve sitrulin
pikinin ¢ikis zamani 1,69.dk. olarak belirlendi.
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Sekil 2.6. Arjinin standart piki
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Sekil 2.7. Sitrulin standart piki.

Yaptigimiz ¢aligmaya ait bir numune orneginin kromotogram grafigi sekil 2.6.7

’de verilmistir.
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Sekil 2.8. Numune 6rneginin kromotogrami
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Total metilarjinin yiikii, ADMA,SDMA ve L-NMMA degerlerinin toplami

olarak hesaplandi

2.7. Istatistiksel Analiz:

Veriler IBM SPPS v21 ile degerlendirildi. Verilerin dagilimi One-Sample
Kolmogrov Smirnov ile incelendi. Dagilimin non-parametrik oldugu ve drnek sayisinin
yetersizligi dikkate alinarak Kruskal Wallis testi ile gruplar arasindaki farkliliklar
incelendiginde serum ADMA, SDMA, L-NMMA, Arjinin ve tim kan basimnci
degerlerinin gruplar arasinda anlamli farklilik gosterdigi bulundu. Mann Whitney U
testi ile gruplar arasinda parametrelerin iligkileri tek tek bakildi. Korelasyonlar igin

spearman testi kullanildi. p<0,05 anlamlilik derecesi olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Maskeli Hipertansiyon, Hipertansiyon ve Kontrol Gruplarinin Kan Basinci

Degerlerine Gore Olusturulmasi ve Degerlerin Karsilastirilmasi

Calismaya katilan baslangicta normal veya yiiksek kan basincina sahip 104
bireyden 24 saatlik kan basincini takiben 28 maskeli hipertansiyon hastasi saptandi.
Calismaya katilan normotansif bireylerde maskeli hipertansiyon sikligi %27 olarak
bulundu (gizelge 3.1). Calismamiza asikar hipertansiyon tanisi alan 36 hasta dahil

edilmistir.

Normotansif, maskeli hipertansiyonu olan ve hipertansiyon hastalardaki 24
saatlik kan basinct monitorizasyon sonuglari ¢izelge 3.1°de verilmistir. Kontrol ile
maskeli hipertansiyon ve hipertansiyon gruplar arasinda hem giindiiz kan basinci
degerlerinde hem de gece kan basinglarinda istatiksel olarak 6nemli farkliliklar oldugu

gorilmustir

Cizelge 3.1. Maskeli hipertansiyon, hipertansif ve kontrol grubu kan basinc1

degerlerinin  karsilastirilmasi

Kontrol Maskeli HT Hipertansiyon
(n:40) median (n:28) median (n:36) median
(min-max) (min-max) (min-max) P
a:0.001
Toplam sistolik b:0.001
(mm/Hg) 117 (104-134) | 137 (130-154) 134 (98-162) :0.319
a:0.001
Toplam diastolik b:0.001
(mm/Hg) 74 (59-88) 83 (69-106) 82 (49-105) c:0.386
a:0.001
Glindiiz sistolik b:0.001
(mm/Hg) 118 (105-136) 138 (128-164) 135 (98-166) c:0.313
a:0.001
Glindiiz diastolik b:0.001
(mm/Hg) 75 (60-93) 83 (69-111) 84 (51-105) c:0.409
a:0.001
Gece sistolik b:0.001
(mm/Hg) 113 (96-133) 134 (122-154) 131 (98-168) c:0.486
a:0.001
Gece diastolik b:0.001
(mm/Hg) 70 (51-89) 81 (65-99) 78 (47-107) c:0.247

a: kontrol ile maskeli Ht kiyaslandiginda b: kontrol ile hipertansiyon kiyaslandiginda, c: maskeli
hipertansiyon ile hipertansiyon kiyaslandiginda.
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Maskeli hipertansiyon grubunda giindiiz sistolik basin¢ degerleri, gece sistolik
basing degerleri, toplam sistolik basing degerleri, giindiiz diastolik basin¢ degerleri,
gece diastolik basing degerleri, toplam diastolik basing degerleri kontrol grubuna

kiyasla yiiksek bulundu (Her biri i¢in p<0.001).

Hipertansiyon grubunda giindiiz sistolik basing degerleri, gece sistolik basing
degerleri, toplam sistolik basing degerleri, giindiiz diastolik basing degerleri, gece
diastolik basing degerleri, toplam diastolik basing degerleri kontrol grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli bulundu (Her biri i¢in p<0.001).

Hipertansiyon grubunda giindiiz sistolik basing degerleri, gece sistolik basing
degerleri, toplam sistolik basing degerleri, giindiiz diastolik basing degerleri, gece
diastolik basing degerleri, toplam diastolik basing degerleri maskeli hipertansiyon

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Herbiri i¢in p>0,05).

3.2. Hasta ve Kontrol Grubu Demografik Verilerinin Karsilastirilmasi

Calismamiza dahil olan katilimcilarin  gruplar1  belirlendikten  sonra
siiflandirildigi kontrol grubu, hipertansiyon ve maskeli hipertansiyon hastalarina ait
demografik veriler ¢izelge 3.2.de verilmistir. Gruplar arasinda yas, boy, kilo ve VKI
acisindan herhangi bir farklilbik bulunmamistir. Kontrol grubunda yas ortalamasi
48.6+13.1 yil, maskeli hipertansiyon grubunda 50.9+11.7 ve hipertansiyon grubunda
54.4+12.3 yil olarak saptanmistir. Her 3 grupta yas acisindan anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p=0.690). Kontrol grubunda boy ortalamas1 162+14.4 cm, maskeli
hipertansiyon grubunda 164+11.9 ve hipertansiyon grubunda 162+9.87 olarak
saptanmistir (p=0.163). Kontrol grubunda agirlik ortalamasi 84.3+17.1 kg, maskeli
hipertansiyon grubunda 86.6+16.8 ve hipertansiyon grubunda 84.5£16.4 olarak
saptanmigtir (p=0.166). Kontrol grubunda BMI 32.2+6.7 kg/m2, maskeli hipertansiyon
grubunda 31.8+4.5 ve hipertansiyon grubunda 31.845.2 olarak saptanmistir (p=0.478).
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Cizelge 3.2. Calisma katilimcilarina ait demografik veriler.

Kontrol Maskeli HT | Hipertansif

(n:40) (n:28) (n:36) P

Ort £SD Ort £SD Ort £SD
Yas (y1l) 48,6+13,1 50,9+11,7 53 +12,3 P=0,690
Boy (cm) 162+14,4 164+11,9 162+9,87 P=0,163
Kilo (kg) 84,3+17,1 86,6£16,8 84,5£16,4 P=0,166
VKI (kg/m?) 32,2467 31,8+4,5 31,2452 P=0,478

3.3. Hasta ve Kontrol Grubu Biyokimyasal Verilerin Karsilastirilmasi

Calismamiza dahil olan kontrol, hipertansiyon ve maskeli hipertansiyon

hastalarina ait ADMA, LNMMA,

SDMMA, ARIJININ, ARJININ/ADMA ve

SITRULIN total metil arjinin yiikii parametrelerine ait veriler Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Kontrol, maskeli hipertansiyon ve hipertansiyon gruplarina ait arjinin,

sitriilin ve metil arjinin tlirevleri diizeyleri.

Kontrol Maskeli HT Hipertansiyon P
(n:40) median (n:28) median (n:36) median
(min-max) (min-max) (min-max)
ADMA (pmol/L) 0,215 0,326 0,301 a:0,008
(0,06-0,29) (0,13-0,64) (0,13-0,57) b:0,001
c:0,383
LNMMA(umol/L) 0,0196 0,0269 0,034 a:0,032
(0,005-0,118) (0,002-0,071) (0,008-0,083) | b:0,001
c:0,236
SDMA(umol/L) 0,147 0,144 0,251 a:0,970
(0,03-0,29) (0,05-0,42) (0,07-0,54) b:0,025
¢:0,001
ARJININ(umol/L) 78.1 112 103 a:0,002
(11.9-181) (35.8-235)] (39.9-218) b:0,002
¢:0,588
SITRULIN(umol/L) 24.9 22.4 20.4 a:0,397
(3.87-66.6) (2.6-58.3) (7.4-48) b:0,025
c:0,234
ARJININ/ADMA 368.5 388.1 342.8 a:0,881
(199.2-1601) (102.4-1175) (111.9-1043) b:0,399
c:0,333
TOTAL METIL 0.38+0.13 0.49 +0.16 0,63 +0.23 a:0.006
ARJININ YUKU b:0.001
¢:0.008

a:kontrol ile maskeli hipertansiyon kiyaslandiginda b:kontrol ile hipertansiyon kiyaslandiginda
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c: maskeli hipertansiyon ile hipertansiyon kiyaslandiginda

3.3.1. Gruplararas1i ADMA Verilerin Karsilastirilmasi

Gruplara gore ADMA degerlerinin kiyaslanmasi sekil 3.1°de verilmistir.
Maskeli hipertansiyon grubunda serum ADMA diizeyleri kontrol grubuna kiyasla
yiiksek bulundu (p=0.008). Hipertansiyon grubunda serum ADMA diizeyleri kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001). Hipertansiyon grubunda

serum ADMA maskeli hipertansiyon grubuna kiyasla anlamli bir fark bulunamadi
(p=0.383).
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Kontrol Grubu (n=40) Maskeli Hipertansiyon Hipertansiyon (n=36)
(n=28)

Sekil 3.1. Gruplararas1t ADMA degerleri

3.3.2. Gruplararasi SDMA Verilerin Karsilastirilmasi

Gruplara gore SDMA degerlerinin kiyaslanmasi sekil 3.2°de verilmistir. Maskeli
hipertansiyon grubunda serum SDMA diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
fark bulunamadi (p=0.970). Hipertansiyon grubunda serum SDMA diizeyleri kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.025). Hipertansiyon grubunda
serum SDMA diizeyleri maskeli hipertansiyon grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml yiiksek bulundu (p=0.001).
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Sekil 3.2. Gruplararast SDMA degerleri

3.3.3. Gruplararasi1 L-NMMA Verilerin Karsilastirilmasi

Maskeli hipertansiyon grubunda serum L-NMMA diizeyleri kontrol grubuna

kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.032). Hipertansiyon grubunda serum L-

NMMA diizeyleri kontrol grubuna pumol/L kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0.001). Hipertansiyon grubunda serum LNMMA maskeli hipertansiyon grubuna

kiyasla anlamlt bir fark bulunamadi (p=0.236). Gruplara gore LNMMA degerlerinin

kiyaslanmasi sekil 3.3.’de verilmistir.
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Sekil 3.3. Gruplararasi1 L-NMMA degerleri
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3.3.4. Gruplararasi Arjinin Verilerin Karsilastirilmasi

Maskeli hipertansiyon grubunda serum arjinin diizeyleri kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.002). Hipertansiyon grubunda serum arjinin
diizeyleri kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.002).
Hipertansiyon grubunda serum arjinin maskeli hipertansiyon grubuna kiyasla anlaml
bir fark bulunamadi (p=0.588). Gruplara gore Arjinin degerlerinin kiyaslanmasi sekil

3.4’de verilmistir.
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Sekil: 3.4. Gruplararasi Arjinin degerleri

3.3.5. Gruplararasi Sitrullin Verilerin Karsilastirilmasi

Maskeli hipertansiyon grubunda serum sitrullin diizeyleri kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir fark bulunamadi (p=0.397). Hipertansiyon grubunda serum sitrullin
diizeyleri kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p=0.025).
Hipertansiyon grubunda serum sitrullin maskeli hipertansiyon grubuna kiyasla anlamli
bir fark bulunamadi (p=0.234). Gruplara gore Sitrullin degerlerinin kiyaslanmasi sekil

3.5’de verilmisti
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Sekil 3.4. Gruplararas: Sitrullin degerleri

3.3.6. Gruplararas1 Arjinin/ADMA Verilerin Karsilastiriimasi

Maskeli hipertansiyon grubunda serum Arjinin/ADMA oran1 kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir fark bulunamadi (p=0.881). Hipertansiyon grubunda serum
Arjinin/ADMA orani kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark bulunamad: (p=0.399).
Hipertansiyon grubunda serum arjinin/ADMA oran1 maskeli hipertansiyon grubuna
kiyasla anlamli bir fark bulunamadi (p=0.333). Gruplara goére Arjinin/ADMA

degerlerinin kiyaslanmasi sekil 3.6’de verilmistir.
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Sekil 3.5. Gruplararasi Arjinin/ADMA degerleri
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3.3.7. Gruplararasi total metilarjinin yiikii Verilerin Karsilagtirilmasi

Kontrol grubunda total metilarjinin yiikii (0.38+0.13) maskeli hipertansiyon
grubuna (0.49+0.16) kiyasla anlamli olarak diisiik saptanmistir (p=0.006). maskeli
hipertansiyon grubunda total metilarjinin yiikii (0.49+0.16) hipertansiyon grubuna
(0.63+0.23) kiyasla anlamli olarak diisiik saptanmistir (p=0.008). Kontrol grubunda
total metilarjinin yiikii (0.3840.13) hipertansiyon grubuna (0.63+0.23) kiyasla anlamli
olarak diisiik saptanmistir (p<0.001). Gruplara gore total metilarjinin degerlerinin

kiyaslanmasi sekil 3.7°de verilmistir.
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Sekil: 3.7. Total metilarjinin yiikii degerleri

3.4. Hasta ve Kontrol Gruplarimin Kan Basinci Parametreleri ile Biyokimyasal

Parametrelerin Korrelasyonu

Korelasyon analizi Spearman korelasyon testi ile gergeklestirildi. Buna gore
serum ADMA konsantrasyonlari SDMA ile (r:0.552, p<0.001), L-NMMA ile
(r:0.402,p<0.001), arjinin ile (r:0.315,p<0.001), Arjinin/ADMA oranm1 ile (r:-
0.435,p<0.001) kuvvetli korelasyon goOstermistir. Sitrullin, yas, agirlik, boy, sistol
giindiiz, sistol gece, sistol toplam, diastol giindiiz, diastol gece, diastol toplam ve BMI
ile herhangi bir korelasyon saptanamamistir. serum SDMA konsantrasyonlart L-NMMA
ile (1:0.386, p<0.001), arjinin ile (r=0.330, p<0.001) korele iken Sitrullin, yas, agirlik,
boy, sistol giindiiz, sistol gece, sistol toplam, diastol giindiiz, diastol gece, diastol
toplam, Arjinin/ADMA oran1 ve BMI ile herhangi bir korelasyon saptanamamustir.
Serum L-NMMA konsantrasyonlar1 arjinin ile (r=0.593,p<0.001) kuvvetli korelasyon
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gosterirken sistol giindiiz ile (r=0.193,p=0.049) ve sistol toplam ile (r=0.195,p=0.047)
zayif korele bulunmustur. Sitrullin, yas, agirlik, boy, sistol gece, diastol giindiiz, diastol
gece, diastol toplam, Arjinin/ADMA oran1t ve BMI ile herhangi bir korelasyon
saptanamamistir. Serum arjinin konsantrasyonlari, Arjinin/ADMA oram ile (r=0.657,
p<0.001), sistol giindiiz ile (r=0.263, p=0.007), sistol gece ile (r=0.263, p=0.007), sistol
toplam ile (r=0.267, p=0.006) ile kuvvetli korele iken BMI ile (r=-0.202, p=0.039) zayif
korele bulunmustur. Sitrullin, yas, agirlik, boy, diastol giindiiz, diastol gece, diastol
toplam ile herhangi bir korelasyon saptanamamuistir. Serum sitrullin konsantrasyonlari
hicbir parametre ile anlamli bir iliski gostermemistir. Serum Arjinin/ADMA orani, BMI
ile (r:-0.283, p:0.004) kuvvetli negatif korele iken arjinin ve ADMA disinda diger

parametreler ile herhangi bir iliski saptanmamastir.

Sekil 3.8’de serum Arjinin ile sistol toplam basing arasindaki korelasyon grafigi

verilmigtir.
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Sekil 3.6. Serum Arjinin ve Sistol Toplam basing aras1 korelasyon grafigi

Sekil 3.9°da serum L-NMMa ile sistol toplam basing arasindaki korelasyon

grafigi verilmistir.
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4. TARTISMA

Literatiir vaskiiler endotelden salinan NO damar tonusunu azaltarak
vazodilatasyona neden oldugu ve kan basincinin regiilasyonu gibi olaylarda énemli rol
aldigim1 gostermektedir. NOS’un endojen yarigmali bir inhibitérii olan ADMA, NO
sentezini engellemektedir. Yiiksek ADMA konsantrasyonlari, vaskiiler NO {iiretimini
engellemektedir. Deneysel olarak intravaskiiler ADMA infiizyonlarinda lokal
vazokonstriiksiyon ve kan basincinda artisa neden olmaktadir (Achan ve ark 2003). L-
argininden sentezlenen ADMA’nin serum seviyelerinin bir ¢ok kardiovaskiiler
hastaliklarda yiikselmis oldugu calismalarda gosterilmistir (Boger ve ark 1998). Yiiksek
kan basinci gliniimiizde giderek artan 6nemli bir saglik problemidir. Yaslh popiilasyonun
genel popiilasyona olan oranin her giin biraz daha artmasi ciddi sekilde hipertansif
vakalarin artisina neden olmaktadir. Kronik ve ilerleyici bir hastalik olan hipertansiyon

etyopatolojisinde ADMA 6nemli rol oynadigi diigtiniilmektedir.

Calismamizda poplilasyon genelinde gizli seyreden yiikksek kan basingh
bireylerde Arjinin ve metil arjinin tirevlerini incelemeyi amagladik. Bu amagla
kardiyoloji poliklinigine gelen bariz bobrek hastaligi, karaciger problemi ve tip 2 diabeti
olmayan goriiniirde normotansif olan katilimcilar 24 saatlik kan basinci holter takibine
alindi. Maskeli hipertansiyon hastasi olarak kabul etmek i¢in ortalama sistolik kan
basinct >135 mmHG, ortalama diyastolik kan basinci degerlerini >85 mmHg olarak
belirledik. Calismamiza katilan baslangi¢ kan basing seviyeleri normal olarak Slgiilen
260 bireyle basladigimiz galismada 46 hipertansif hasta ¢ikarildiginda kalan 214
hastadan 28’1 maskeli hipertansiyon olarak saptandi. Calisma grubumuzda MHT orani
% 13,08 olarak belirlendi. Maskeli hipertansiyonun goriilme sikligi popiilasyona dayali
arastirmalarda ortalama %13 civarinda oldugu gozlenmektedir (Baylis 2008). Yine
yoremizde farkli bir hastanede yapilmis olan bir diger caligmada (Taner ve ark 2013).
Tip 2 diabet hastalarinda MHT prevalansini %25 olarak saptanmistir. Bizim
arastirmamiza dahil ettigimiz popiilasyonun hastanemiz kardiyoloji poliklinigine
basvuran goriinlirde saglikli kisiler olmasi nedeni ile MHT prevalansimizin Konya
yoresindeki diger ¢alismadan diisiik oldugunu diisiiniiyoruz. Poliklinige bagvuru aninda
normotansifte olsa hastalarin bir takim semptomlar ile basvurdugu diisiiniildiigiinde
ilimiz 2 ayr1 Tip fakiiltesi kardiyoloji poliklinigine bagvuranlarda %13 ve %25’lik bir

oran saptanmis bulunmaktadir. Bagimsiz gerceklestirilen bizim ¢alismamiz ve Taner ve
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arkadaglarinin ¢aligmasinda iki farkli oranin ¢ikmasmin nedeni Diabetik hastalarda
MHT sikliginin yiiksek oldugunu gostermektedir. Caligmamiza hipertansiyon tanisi
almis ve ilag tedavisi alan 36 hasta da dahil edilmistir. Kan basinci degerleri tedavi alan
hipertansif hastalarda maskeli hipertansiyon grubu ile benzer bulunmustur.
Calismamizda arjinin, sitriilin ve metil arjinin diizeyleri referans yontem olarak kabul

edilen LC-MS/MS cihazi kullanilarak elde edilmistir.

Kontrol grubu olarakta gerek ilk gerekse de 24 saatlik kan basincini takiben
tamamen normal kan basincina sahip bireyler c¢alismamiza dahil edilmistir.
Katilimceilarin gesitli demografik 6zelliklerinden yas cinsiyet agirlik, boy ve viicut kitle

indeksi agisindan gruplar arasi herhangi bir farka rastlanmamastir.

Literatiir bilgilerinde metil arjinin diizeyleri icerisinde ADMA diizeyleri en
yaygin olarak calisilmis ve yliksek kan basinci ile ilgisi bir ¢ok calismada ortaya
konmustur(Baylis 2008, Derkacz ve ark 2011, Sasser ve ark 2010).

Bunula birlikte literatiirde ¢ok az calismada maskeli hipertansiyon ve ADMA
arastirmasi bulunmaktadir (Taner ve ark 2013). Yine literatiirde detayli bir sekilde
maskeli hipertansiyon ve arjinin tiirevleri ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Genelde
ADMA calismalar tek basina ADMA 6l¢liimii yapilan ELISA metodu ile calisildig
goriilmekte diger metil arjininler hakkinda bilgi ¢ok az bulunmaktadir. Oysaki ADMA
diizeyleri kaynagi olan arjinin aminoasitinin diizeyi ile ilgili olarak degisiklik
gosterebilmektedir. Bu nedenle tek kaynagi Arginin olan ADMA, SDMA, LNMMA
analizleri bir biitiin olarak analizi metil arjininler hakkinda daha net bilgi

verebilmektedir.

ADMA seviyelerinin diabetik maskeli hipertansif hastalarda yiiksek oldugu
literatiirde gosterilmistir (Camarena ve ark 2016). Taner ve arkadaslar1 yiiksek ADMA
diizeylerini gosterirken Arjinin seviyesinde bir degisiklik olmadigini goéstermislerdir.
Yine bu calismada azalmis arjinin/ADMA oram1 gosterilmistir. Bizim c¢aligmamizda
arjinin oranlar1 ADMA ile birlikte maskeli hipertansif hastalarda yiliksek oldugu
gozlenmistir. Metil arjinin tlirevlerinden SDMA seviyelerinde MHT grubunda anlamli
bir artis gdézlenmemisti. LNMMA serum diizeyi ise maskeli hipertansif hastalarla
normotansif kisiler kiyaslandiginda yiliksek bulunmustur. MHT grubunda kontrole
kiyasla ADMA, LNMMA, arjinin ve total metil arjinin yiikii diizeylerinde ytikseklik
saptanmistir. Asikar bulgulari net olmasada MHT grubu hastalarda biyokimyasal
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verilerin ciddi oranda degisikligi gozlenmektedir. Bu degisikliklerde kan basincinda
yiikkselme egilimi ile beraber seyrettigi anlasilmaktadir. ADMA endojen NO sentezinin
en Onemli inhibitorlerinden birisi iken SDMA’da arjininin hiicre igine girisinde
kompetetif inhibitor gibi davranmaktadir. Literatirde MHT hastalarda SDMA’ya ait
herhangi bir bilgiye rastlamadik. Ama bizim ¢alismamiz SDMA diizeylerinin kontrole
gore benzer oldugu ve MHT de artmadigimni gostermektedir. MHT hastalarinda total
metil arjinin tiirevlerinin artisina SDMA’nin destek vermedigi goriilmektedir. NO
prekiirsorii olan arjininin hiicre i¢ine transportunda MHT hastalarinda 6nemli bir
aksama olmadigin1 soyleyebiliriz. Literatirde LNMMA ile ilgili olarak endotel
disfonksiyonunda 6nemli bir rol gosterilememistir. LNMMA serum seviyesi ADMA ve
SDMA’ya gore yaklasik 10 kat daha az bulunan hem literatiirlerde hemde ¢alismamizda
goriilmektedir. Her ne kadar belirlenmis bir fonksiyonu olmasa da LNMMA artisinin
vaskiiler endotel fonksiyonunun bozulmasinda sebep mi, sonu¢ mu oldugunu belirlemek
kolay degildir. MHT hastalarinda yine yiiksek oranda arjinin diizeyleri saptanmuistir.
Arjinin konusunda literatiirde net bilgi ¢ok bulunmamakla birlikte L-arjinin infiizyonu
ile kan basmcim distiigii, preeklampsi riskinin azaldigi (Camarena ve ark 2016).
gosterilmekle birlikte Ozellikle hayvansal diyet kaynakli L-arjinin diizeylerinin
yiiksekliginin artmis koroner kalp hastalig: ile birlikteligi gosterilmistir (Bahadoran ve
ark 2016). Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada ise idrar Sitriilin/Arjinin oraninin
diistikliiglinlin arterial kalinlagma parametreleri ile korrelasyon gosterdigi belirtilmistir
(Lin ve ark 2016). VINTAGE MI c¢alismasida L-arjinin supplement olarak verilen
kisilerde herhangi bir faydasinin olmadiginmi belirtmekte ve 6zellikle miyokard infarktiis
sonrasi ve yasl hastalara verilmemesi gerektigini belirtmektedir (Rochette ve ark 2013).
Prospektif klinik ¢aligmalar, plazma ADMA konsantrasyonunun kardiyovaskiiler riskin
arttigit pek ¢ok durumda ve bilinen kardiyovaskiiler hastaligi olanlarda arttig1
gozlemlenmistir. Mevcut literatiir bilgilerine gore ADMA kardiyovaskiiler hastalik i¢in
bir risk faktorii adayr olmasina karsin heniiz ADMA ve kardiyovaskiiler risk iliskisi
hakkinda yapilan randomize kontrollii ¢alismalarin meta analizi bulunmamaktadir. Son
donem bobrek yetmezlikli hastalarda plazma ADMA diizeylerinin, endotel
disfonksiyonunun tani yontemlerinden biri olan karotid arter intima-media kalinlig: ile
bagimsiz olarak iliskili ve progresyonu tahmin ettirici oldugu gosterilmistir (Erbil ve ark
2012). Endotelyal vazodilatasyon fonksiyon kaybi ¢ok faktorlii olup kesin olan bir
bulgu varsa o da yiikselmis ADMA diizeylerinin bu olayda bir roli oldugudur
(Stuhlinger MC ve ark 2003). Bobrek yetmezliginde ADMA’nin biriktigi ve yiiksek
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ADMA seviyesinin son donem bdobrek hastaligindaki kardiyovaskiiler mortalite ile

iligkili oldugu gosterilmistir (Zoccali ve ark 2001).

Yiiksek ADMA diizeylerinin artmis endotel disfonksiyonunun baslica sebebi
azalan NO’in varligidir. NO, L- argininden NO sentaz yoluyla vaskiiler endotelden
salinan potent bir biyolojik vazodilatatordiir. Vaskiiler hastaliklarda NO’in biyovarligi
eNOS'in NO {iretmesi ve/veya artan oksidatif stres nedeni ile NO parcalanmasi gibi
bircok mekanizma tarafindan bozulabilir. eNOS ’in inaktivatérii onun endojen

inhibitorii olan ADMA nin yiiksek degerleri ile iliskilidir.

Hipertansif hasta grubunda ise ADMA, arjinin, LNMMA, SDMA diizeylerini
yiiksek bulduk. Tiim metilarjinin yiikiinlinde hem kontrol grubuna gére hemde maskeli
hipertansiyon grubuna gore oldukca yiiksek oldugu gozlenmektedir. SDMA nin maskeli
hipertansiyonda bir farklilik gostermeyip hipertansif hastalardaki artisi total metil
arjinin yikiiniin hipertansif hastalarda maskeli hipertansif hastalara oranla artigin

gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

5.1. Sonuclar

1. Klinik olarak bulgu vermeyen maskeli hipertansif hastalarda metil arjinin

tiirevleri arjinin ile birlikte tedrici bir artis gdstermektedir.

2. SDMA sadece asikar hipertansiyonu olan hastalarda belirgin artis

gostermektedir.

3. Datamiz total metil arjinin yiikii ile endotel disfonksiyonunda gelisim arasinda

ciddi bir iliski oldugunu gostermektedir.

5.2. Oneriler

Hipertansif grup saymmiz yeterli olmadigindan g¢alismamizda kullanilan ilag
sayist ve doz cesitliliklerine gore bir inceleme yapamadik. Ilerleyen calismalarda
antihipertansif tedavi sekli, dozuna gore detayli inceleme yapilmasi gereklidir. Yine L-
homoarjinin diizeylerininde calismalara eklenmesi ile arjinin metabolizasi ile kan

basinci parametreleri arasindaki iliskinin daha net incelenebilecegi goriilmektedir
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