T.C.
SELCUK UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

GEBELiK DONEMINDE SERUM
METILARJININ SEVIYELERININ SIVI
KROMATOGRAFI-TANDEM KUTLE
SPEKTROMETRE(LC-MS/MS)
METODU iLE BELIRLENMESI

Hatice Banu KESKINKAYA

YUKSEK LiSANS TEZi

TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

Damisman

Doc. Dr. Sedat ABUSOGLU

KONYA-2018



T.C.
SELCUK UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

GEBELiK DONEMINDE SERUM
METILARJININ SEVIYELERININ SIVI
KROMATOGRAFI-TANDEM KUTLE
SPEKTROMETRE(LC-MS/MS)
METODU iLE BELIRLENMESI

Hatice Banu KESKINKAYA

YUKSEK LiSANS TEZi

Damisman

Doc. Dr. Sedat ABUSOGLU

Bu arastirma Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
tarafindan 16202040 proje numarasi ile desteklenmistir.

KONYA-2018



R

S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii’ne

Hatice Banu KESKINKAYA tarafindan savunulan bu calisma, jiirimiz tarafindan
Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak oy birligi ile kabul

edilmisgtir.
Jiiri Bagkant: Dog.Dr.Sedat ABUSOGLU
Selguk Universitesi
Danigman: Dog.Dr.Sedat ABUSOGLU
Selguk Universitesi
Uye: Dog.Dr.Abdullah SIVRIKAYA
Selguk Universitesi
Uye: Dog.Dr.Fatma Hiimeyra YERLIKAYA
Necmettin Erbakan Universitesi
ONAY:

Bu tez, Selguk Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim Yonetmenligi’nin ilgili
maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tiyeleri tarafindan uygun gériilmiis ve Enstitii
Yonetim Kurulu ............... tarthve .................. say1li karariyla kabul
edilmistir.

Prof. Dr. Ender ERDOGAN

Enstitti Miidiirii



v

ONSOZ ve TESEKKUR

Bu calisma, Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Béliimii
Ogretim Uyelerinden Dog. Dr. Sedat ABUSOGLU y&netiminde hazirlanarak, Selguk
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisiine Yiiksek lisans tezi olarak sunulmustur.

Yiiksek lisans egitimim boyunca bana olan destegini higbir zaman
esirgemeyen Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
Bagkanimiz Saym Prof. Dr. Ali Unlii'ye tesekkiirlerimi sunarim.

Bilimsel hayata esas anlamda adim atmami saglayan ve bilgisini,
tecriibelerini, yardimlarmni asla benden esirgemeyen, deneyimlerini, fikirlerini
benimle paylasmasinin yani sira her asamada bana en biiyiik destek olan, bilimsel
calismanin zevkli yanlarmi da kesfetmeme yardimci olan ve bundan sonra da
fikirlerine yasantimin her aninda ihtiya¢ duyacagim danisman hocam Selguk
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Boliimii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Sedat
ABUSOGLU' na goniilden tesekkiirlerimi sunarim.

Egitimim boyunca ilminden faydalandigim, insani, manevi ve ahlaki
degerleri ile de oOrnek edindigim, tecriibeleri, yol gostericiligi ve ayrica
tecriibelerinden yararlanirken gostermis oldugu hosgorii ve sabirdan dolay1
boliimiimiiz hocalarindan Dog. Dr. Hiisamettin VATANSEV'e egitim siirecimdeki

tiim katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Boliimiimiiz hocalarindan Dog. Dr. Bahadr OZTURK ve Dog¢. Dr. Esma
MENEVSE’ye, her zaman sagladigi motivasyon ve hosgoriiden dolay1 saym Dog.
Dr. Abdullah SIVRIKAY A'ya tesekkiir ederim.

Ayrica ¢alismalarim sirasinda beni maddi acidan destekleyen S.U Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorliigii yoneticilerine tesekkiirii bir borg bilirim.

Arastirmalarim sirasinda ¢alisma ortamini paylagsmaktan keyif aldigim degerli
calisma arkadaslarim Mehmet YILDIRIMEL ve Oguzhan TOK'a ayrica yardimlari
ve desteklerinden dolay1 tiim Biyokimya laboratuvari calisanlarina tesekkiirlerimi
sunarim.

En Onemlisi sonsuz ve kosulsuz sevgilerini, emeklerini, sabirlarmi,
desteklerini ve ellerinden gelen tiim imkanlar1 benden esirgemeyen ve yasantimdaki
her asamada paylar1 yadsinamayacak kadar biiyiik olan degerli aileme sonsuz bir

tesekkiirii borg bilirim.



ICINDEKILER

ONSOZ ve TESEKKUR......uovrerenerrereneresesesnsssesesssssesessssssesssssssessassssessasssesens iv
ICINDEKILER ... eereeeceerrercenseseaessesessssssessssssssessssssesessasssssessassssessasassessans v
SIMGELER VE KISALTMALAR .....cooeesiruerncnsensesnscnsensassnscssessessscssensasssscns viii
OZET ... iiiiiiiiiiiinininnnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses xii
SUMMARY ...uuueiiininsneniosssssnsiossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssasssss xiiii
CIZELGELER DIZINT u.uuvoueeiriecerrencerereseesesesesssesesessssesessssssesessssssesessasanes XV
SEKILLER DIZINT ....oouiiieriiirereieerenceenesescsssesesesssesessssssesessssssssssssesessassnes xvii
Lo GERIS ettt sesessssesessassesessasssssessassssssssassessasasssessasssssnsasasesessasanes 1
L1, ATJININ corrrrvrrnneereneccssssssssnnessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanssssssssss 3
1.1.1. Arjinin MetaboliZmast.........cccccuuviiiiiieeeeiiiiiiieeee e 5
1.1.1.1.L- Arginin ParadoKsU...........ccceeeeiiiiiiiiiiiieieiiiiiieeee e 6

1.1.2. Arjinin ve NItrik OKSIt....coeiiiiiiiiiiiiiiii e e 7
1.1.2.1 Nitrik OKSit GOTEVIETT....uvvviiiieeeeiiiiiiiiiieeeee e e 8
1.1.2.2. Nitrik Oksit Etki Mekanizmast...........cccccceevvviiiiiiiieeeeeeeeiiiiiieeeeeen 9
1.1.2.3. Nitrik Oksit {le Tliskili Hastaliklar............ccoocooveoveieieeeeeeeeeeee. 11
1.1.2.4. Nitrik Oksit Sentaz (NOS) GOrevIeri.......coevevvvriiiieeeeeeeeiiiiieeeeeen, 11

1.2, MEtilarfininler .....cceeeeiiiiiiiieee e e e e e e e e e e e aaeeeeeeas 12
| B € 155 1 1<) B 271 U PUUR PP 13
1.2.1.1. Metilarjinin Olusumu ve CeSItIeri......uuvveeeerrriiiiiiiieeeeeeeeiiiieeeeeeen, 13

1.2.2. Asimetrik Dimetil Arjinin (ADMA) ....ooooiiiiiieeeeeeee e, 16
1.2.2.1. Tanim ve Tariige...........uvvuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeerereeeeeeaeeeeeeeaaeaeees 16
1.2.2.2. ADMA ve Yapisal OzelliKIEri..........c.ccoovevieveieeeieeeieeeeeieeeeeeennn, 16
1.2.2.3. ADMA SENLEZI.....uvviiieeiiiiieeeeiiiee e ettt e e eeivteeeesiireeeeeiareeeeeisveeaeeaes 17
1.2.2.4. ADMA YIKIMI..coiiiiiiiiiiiiiiieie e eeieee e e e e e e eeeaareeeee e 19

1.2.2.5. Endotel Disfonksiyonu ve ADMA ........ccooovviiiiiiiiiieeeeeeeiiieeeeee e, 20

1.2.2.6. ADMA ve Nitrik OKSit THSKISI.......eoveveeeeeeeeieeeeeeeeeee e 21
1.2.3. L-HOMOAIJININ.......eiiiiiiiiieee et e e e e e e e e 22
1.2.3.1. Tanim ve Tariige...........uuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeveeeeeeeaaeeeeeeeaeeaaees 24

1.2.3.2. Homoarjinin Yapisal OzelliKIeri ............ccocveveveeieeererieeeereeceeeeeee, 24



vi

1.2.3.3. Homoarjinin Y1Kim ve Sentezi.......ccccveeeeeerriiiiriiiieeeeeeeeiiiieieeeeeenn 26

1.3. Gebelik Donemi Hakkinda Genel Bilgi...........coooevvviiiieeiieiiiiiiiiieeeenn. 27

1.3.1. Riskli GebElIKIET.......ccoiiiiiiiiiiiiiii e 29
1.3.2. Gebelik Déneminde ikili Tarama TeSti...........ccoceeveveveeeeeereceeeereecenaens 31
1.3.2.1. Serbest Beta hCG (f B-hCG) ..cooooneiviiiiiiieieeeeeee e 32
1.3.2.2. Pregnancy Associated Plasma Protein-A (PAPP-A) ........cccocceei. 32

1.3.3. Gebelik Doneminde Dortlii Tarama Testl .....coooveveeeieniiiieeeiiiiiiieeniieee. 33
1.3.3.1. INhibin A oo 34
1.3.3.3. BEta hCG ...oiiiiiieeeeee e 35
1.3.3.4. Unkonjuge Estriol (UE3) .....coovveiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 36

1.3.4. ADMA ve Gebelik THSKIST ... ..voveveeeeeeeeeeeee et 36

2. GEREC VE YONTEM ......ccoveereerererrneresesssssssesesssssssssssssssssssssesssesssssssssssesenes 38
2.1 GOICG oo 38
2.1.1. Calisma Sekli ve Olgu SeCImI.........uuvviiiieeiiiiiiiiiieeeee e 38
2.1.2. Orneklerin Toplanmasi ve SaKlanmast..............c.ccoeveivveeeveeeveeenenennnn, 39
2.1.3. Kullanilan Reaktif ve Cozeltiler..................cccco 39
2.1.4. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler..............ccccooiiiiiiiniiiiiiniiiceee, 40

N ) 11131 BSOSO U PP PPPPRPP 41
2.2.1. LC-MS/MS Metoduyla ADMA, Homoarjinin ve Arjinin Analizi........... 41
2.2.1.1. Mobil Faz A’ nin Hazirlanmast..........ccceeeeeeeeeeniiiiiiiiieee e, 42
2.2.1.2. Mobil Faz B’nin Hazirlanmasi ............cccccooviiiiiiiniiiiinniiccceen 42
2.2.1.3. Mobil .Fazlarn .Filtrasyonu .ve .Degaze .Edilmesi......................... 42
2.2.1.4. ADMA Standart Hazirlanmast ...........ccceeeiniiiiiiiniiiinicecee, 42
2.2.1.5. Arjinin Standart Hazirlanmasi............cccceeeeveeeniiiiiiiiiceeeeeeeee, 43
2.2.1.6. Homoarjinin Standart Hazirlanmasi ..............cooeevciiiiveeeeeeeinicnnnenen. 43
2.2.1.7.Tirevlestirici Reaktif Hazirlanmasi..............cccccvvvvvvvvviviiiiiiiiiiiiinnnnns 43
2.2.1.8. Cozdiirticli Reaktif Hazirlanmasi.................evvvvviviiiiniiiiiiiiiiiieinennnnnns 43
2.2.1.9. Numune Hazirlanmast ve OIGUMI...........ccoeveeveeeieeeeeeeeeee e, 44
2.2.1.10. ADMA Olgiimii i¢in LC-MS/MS Degerleri ..........ccocvvvervevenennn.. 46
2.2.1.11. Homoarjinin Olgiimii i¢in LC-MS/MS Degerlefi.......................... 46

2.2.2. IStatiSKSE] ANALIZ «.eevveeeeeeeeee e oo e e e e e e e e e e eeaeeeseeeeseeeeeeeneens 47



vil

3. BULGULAR....cciiiiiiiiiiiiiiiieiiitiieiietittniiatiesesntsassssessassssnssnsnes 48
3.1. ADMA’nin Analiz Sonuglari............ccccoiiiiiiiiii 48
3.2. Homoarjinin’in Analiz Sonuglari...........cccceeeevviiiiiiiiieiieeiiieeee e 53
3.3. Istatiksel ANAliz SONUGIATT.........veoveeeeeeei oo 55

3.3.1. Demografik Verilerin ve Biyokimyasal Olgiimlerin Karsilagtirilmasi....... 56

3.3.1.1.Gruplara Ait Serum Inhibin A, HCG, PAPP-A, fB-Hcg, AFP ve

UE3 DUZEYICTT. .o 58
3.3.1.2.Gruplara Ait Serum Homoarjinin Diizeyleri..............cccuvueeeee. 59
3.3.1.3.Gruplara Ait Serum ADMA Diizeyleri........ccccvvveeeeeeenicnnnnnnn. 60

3.3.1.4. Gruplara Ait Serum SDMA, LNMMA, Arjinin, Sitriilin,
Arg/ADMA, SDMA/ADMA, HArg/ADMA ve Total Metilarjinin

RiizeylCiih, ......... A0, ... A A 61

4. TARTISMAL.....uuiiiinineiiesssnenscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssasssss 78
5. SONUCLAR VE ONERILER .........occoeceerererernerererensnesesessssesessssssssessssssesessasanes 86
S.1.S0onuclar........oo 86
5.2 OMETIICT ... et 86
KAYNAKLAR ...ooiiiiininniienintiiesssssstisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssasssss 88
EKLER.....cootiiiinniiinnnneiiessssniiosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssasssss 95
EK-A: Etik Kurul Karart............ooooi e, 95

EK-B: Laboratuvarimizda bulunan LC-MS/MS cihazindan metillarjininlere
ait 6rnek bir Kromatogram.............ooiiiiiiiii i e 96

EK-C: LC-MS/MS cihaziyla analiz edilen Homoarjinin pikine ait 6rnek bir

kromatogram (Homoarjinin Spmol/L lik standart1)...................ooon, 97
EK-D : Tezden tliretilmis yayinlar...........cccoeoveeeeiiieniiiinie e 98

OZGECMIS cuveeeererereerreseesesesessssesesessssssessssssssesssssesessssssesssssssssessassesessasases 99



viil

SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C Santigrat derece

Ca" Kalsiyum

HCl Hidroklorik asit

1U/ml International unit per mililitre
mlu/ml Miliinternational unit per mililitre
Na*? Sodyum

ng/ml Nanogram per mililitre

NO; Nitrat

o’ Oksijen

pg/ml Pikogram per mililitre

rpm Revolution per minute

mm Milimetre

ml Mililitre

ml/dk Mlililitre per dakika

pM Mikromolar

pmol/L Mikromol per litre



Kisaltmalar

ADMA
AFP
AGAT
AGXT2
CAD
CATs
CAAs
cGMP
CE
CXP
DAG
DDAH
DMGV
DP

DS
EDRF
eNOS
EP

ER

ESI
Free B-HCG
FSH
GS1
GS2
HArg
HPLC
IGF
IGFBF
1P3

Asimetrik dimetil arjinin
Alfafetoprotein

Arjinin glisin amidinotransferaz
Alanin glioksilat aminotransferaz
Collision Gas

Katyonik aminoasit tagiyict
Katyonik aminoasitler

Siklik guanidin monofosfat
Collision energy

Collision Cell Exit Potential

1,2 — diagil gliserol

Dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz
Dimetil guanido valerik asit
Declustering potential

Down sendromu

Endothelium derived relaxing factor
Endotelyal nitrik oksit sentaz
Entrance potential

Endoplazmik retikulum

Elektrosprey lonisation

Serbest beta human chorionic hormone

Folikiil stimiile edici hormon
Ion source gas 1
Ion source gas 2

Homoarjinin

High performance liquid chromatography

Insiilin-like growth factor

Insiilin-like growth factor binding protein-4

Fosfatidil mositol 1,4,5 trifosfat

X



IS lonspray Voltage

iNOS Indiiklenebilir Nitrik oksit sentaz
Km Michaelis-Menten constant
LC-MS/MS S1vi Kromatografi-TandemKiitleSpektrometre
LDL Low-dansity lipoprotein

LH Liiteinlestirici hormon
L-NMMA N-monometil-L-arjinin

MI Miyokardial Infarktiis

MMA Monometilarjinin

MoM Multiples of Median

MW Molekiil agirlhig:

NG Normal gebelik

nNOS Noronal Nitrik oksit sentaz

NO Nitrik oksit

NOS Nitrik oksit sentaz

NTD Noral tiip defekti

PAPP-A Pregnancy- associated plasma protein A
PRMT Protein arjinin metil transferaz
PIP2 Fosfatidil inositol bifosfat

RAR Retinoid a reseptor

SAH S-adenozil homosistein

SAM S-adenozil metionin

SDMA Simetrik dimetil arjinin

T,DM Tip 2 Diabetes mellitus

TSH Tiroid stimiile edici hormon
TEM Temperature

UE3 Unkonjuge estradiol



xi

OZET

T.C.
SELCUK UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTIiTUSU

GEBELIK DONEMINDE SERUM METILARJININ SEVIYELERININ SIVI
KROMATOGRAFI-TANDEM KUTLE SPEKTROMETRE (LC-MS/MS)
METODU iLE BELIRLENMESI

Hatice Banu KESKINKAYA

Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

YUKSEK LiSANS TEZI/KONYA-2018

Asimetrik dimetil arjinin (ADMA) klinik tanida degerlendirilmek maksadiyla iizerinde
arastirmalarin devam ettigi, metillenmis bir arjinin tiirevidir. ADMA, Nitrik Oksit (NO) sentezini
bloke ederek vazospazma ve endotel disfonksiyonuna sebebiyet vermekte ve gebelik doneminde
preeklampsi olusumu ile ilgili risk faktorii olarak kabul edilmektedir Homoarjinin, arjininin
homologudur ve arjininle yarigarak NOS’in subsrati olarak gorev yapar. Fakat NO iiretiminde
arjininden daha az etkilidir.

Gebelikte erken donemde ADMA diizeyi yiiksek olan kadinlarda ADMA seviyeleri ile
endotelyal disfonksiyon arasinda iligki vardir. Gebelik doneminde ADMA seviyesinin ve diger
metilarjinin seviyelerinin nasil degiskenlik gosterdigi, hastaliklarmn patogenezini anlamak ve bunlar
tedavi ile iliskilendirmek, yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesi ve hatta hastaliklar olusmadan
saglikli kigilerin risk faktorlerinin elimine edilmesi agisindan son derece Onemlidir. Bu sebeple
calismamizda ikili ve dortlii test istemi yapilan gebe katilimcilarin serumlarinda metilarjinin
seviyelerini belirleyebilmeyi amagladik.

Calismaya, toplam 200 gebe kadmn dahil edildi. Bu katilimcilar 4°lii test istemi yapilan
kontrol grubu (n=50), 4’lii test istemi yapilan riskli grup (n=50), 2’1i test istemi yapilan kontrol
grubu(n=50) ve 2’li test istemi yapilan riskli grup(n=50) olacak sekilde dort gruba ayrildi. Her gruba
ait serum metilarjinin ve bazi biyokimya testlerinin seviyeleri 6l¢iildi.

Dortlii ve ikili test istemi yapilan riskli gruplardaki bireylerde serum homoarjinin seviyeleri
bu gruplarin kontrollerine gore anlamli derecede diisiiktii. (sirasiyla p=0.001, p= 0.001) ve en diisiik
homoarjinin seviyelerinin ikili test istemi yapilan riskli gruba [0.91(0.45- 2.71)] ait oldugu goriildi.
Gruplarda HArg seviyeleri yas parametresi (= -0.295", p=0.000) ve serum inhibin-A seviyeleri ile(
r=-0.288"", p=0.005) gii¢lii negatif bir korelasyon gosterirken ,serum ADMA seviyeleri (= 0.309",
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p=0.000) ile gii¢lii pozitif bir korelasyon gosterdi. Ayrica arjinin (r= 0.471", p=0.000) ve total
metilarjininler (= 0.476 ", p=0.000) ile de arasinda giiclii pozitif bir korelasyon s6z konusuydu.

Dortlii test istemi yapilan kontrol grubunda serum ADMA seviyeleri [0.13(0.02- 0.44)],
dortlii test istemi yapilan riskli gruba [0.06(0.02- 0.17)] ve ikili test istemi yapilan riskli gruba
[0.09(0.03-0.24)] gore srastyla anlamh derecede yiiksek bulundu (p= 0.000, p= 0.038). ikili test
istemi yapilan kontrol grubunda riskli gruptan daha yiiksek serum ADMA diizeyleri bulunmasina
ragmen aradaki fark istatiksel olarak anlamli degildi (p= 0.080). Tiim gruplar arasinda en yiiksek
ADMA seviyelerinin dortli test istemi yapilan kontrol grubuna ait oldugu goriildi [0.13(0.02- 0.44)].
Serum ADMA seviyeleri serum Inhibin-A seviyeleri (r= -0.352"", p=0.001) ile giiclii negatif bir
korelasyon gosterirken, serum HCG seviyeleri (r= -0.261", p=0.012) zayif negatif bir korelasyon
gosterdi.

Normal gebelik sirasinda diisiik serum maternal ADMA ve L-arjinin konsantrasyonu gibi
gebelikle ilgili metabolik degisikliklerin endotel fonksiyonu diizenleyemeyebilecegi diisiinmekteyiz.
Preeklampsi disinda serum ADMA diizeyi iyi bir belirte¢ olarak kullanilamayabilir. Homoarjinin
serum seviyelerinin gebe kadinlardaki diizeyleri agisindan literatiirde bir bosluk oldugu gériilmektedir.
Gebelikte yiiksek risk altindaki kadmlarin erken donemde belirlenmesinde homoarjinin yeni bir risk
markir1 olarak ortaya cikabilir.

Anahtar Sozciikler: Asimetrik dimetilarjinin; gebelik; homoarjinin; metilarjinin; nitrik oksit.
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SUMMARY

T.C
SELCUK UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

DETERMINATION OF LEVELS OF SERUM METHYLARGININE IN
PREGNANCY WITH LIQUID CHROMATOGRAPHY-TANDEM MASS
SPECTROMETRY (LC-MS / MS)

Hatice Banu KESKINKAYA

Department Of Medical Biochemistry

MASTER THESIS/KONYA-2018

Asymmetric dimethyl arginine (ADMA) is a derivative of a methylated arginine that
continues to be studied for use in clinical diagnosis. Nitric oxide synthase synthesizes NO from L-
arginine. ADMA inhibits nitric oxide (NO) synthesis and causes vasospasm and endothelial
dysfunction and it is considered as a risk factor for the occurrence of preeclampsia during pregnancy.
Homo arginine is the homologous of arginine and serves as a subsrat of NOS, competing with
arginine. But it is less effective than arginine in NO production.

There is a relationship between ADMA level and endothelial dysfunction in women with
high ADMA levels in early stage in pregnancy. How the levels of ADMA and other methlyarginines
vary during pregnancy and related diseases, to understand pathogenesis of diseases and to associate
them with treatment are extremely important in terms of the development of new treatment protocols
and even the elimination of risk factors for healthy persons and as a subject that needs to be
investigated. Due to this reason we aimed to determine the levels of the methlyarginine levels in the
serum of pregnant participants who were subjected to binary- quad test in our study

In this study, a total of 200 pregnancy woman were enrolled. These individuals were divided
into four groups as the control group with quadruple test (n=50), high risk group with quadruple test
(n=50), control group with binary test (n=50) and high risk group with binary test (n=50). In each
group, serum methylarginine levels and some of biochemical tests were measured.

Serum homoarginine levels were significantly lower (p = 0.001, p = 0.001, respectively) in
the subjects high risk groups with in the quadruple and binary test than in the controls of these groups
and the lowest homoarginine levels were found to belong to the high risk group [0.91 (0.45-2.71)]
with binary test. While serum homorgininne levels showed a strong negative relationship with
parameter of age (r=-0.295, p=0.000) and serum inhibin A levels ( r=-0.288"", p=0.005) there was
a strong positive correlation with serum ADMA levels (r= 0.309"", p=0.000). There was also a strong
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positive correlation between serum homoarginine and arginine levels (r=-0.352"", p=0.001) and total
methylarginines levels (r= 0.476" , p= 0.000).

In the control group with quadruple test serum ADMA values [0.13(0.02- 0.44)], were
significantly higher than ( p= 0.000, p= 0.038, respectively) high risk group with quadruple test
[0.06(0.02- 0.17)] and high risk group with binary test [0.09(0.03-0.24)]. Although there was a higher
serum ADMA levels in the control group with binary test than high risk group the difference was not
statistically significant (p = 0.080). The highest ADMA levels among all groups were found to belong
to the control group with quadruple test [0.13 (0.02-0.44)]. While serum ADMA levels showed a
strong negative correlation with serum inhibin A (r= -0.352"", p=0.001) there was weak negative
correlation with serum HCG levels (r=-0.261"", p=0.012).

We think that pregnancy-related metabolic changes such as low serum maternal ADMA and
L-arginine concentration during normal pregnancy may not regulate endothelial function. Serum
ADMA levels other than preeclampsia may not be a good indicator. It seems that there is a gap in the
literatiire regarding the serum levels of homoarginine in pregnant women. Homoarginine may emerge
as a new risk marker when women at high risk are identified early stage in pregnancy.

Key Words: Asymmetric dimethylarginine; homoarginine; methylarginine; nitric oxide; pregnancy.
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1. GIRIS

Glinlimiizde bircok hastalikta oldugu gibi gebelik doneminde goriilen
hastaliklarin patogenezinde de heniiz aydmlatilamamis baz1 kisimlar bulunmaktadir.
Bastan c¢ok normal goriinen bir gebelik doneminde bile sonradan ciddi sorunlar
yasanabilecegi i¢in, riskli gebelik olsun veya olmasin biitiin gebeliklerin takip altinda
olmas1t biiyik Onem tasimaktadir. Gebelik donemi siiresince olusabilecek
komplikasyonlarin patogenezinde ve meydana gelebilecek maternal sorunlar
(kardiyovaskiiler hastaliklar, preeklampsi, eklampsi, servikal yetmezlik vs.) veya
fetusa bagl gebelik donemi sorunlarinda (kromozom anomalileri, IUGR (fetusta
gelisme geriligi),oligohidramnios vs.) 6zellikle endotel disfonksiyonun bir gostergesi
olan metillenmis arjinin tiirevleri gibi bazi biyomarkirlarin 6nemi son derece

biiyiiktiir.

Ik olarak 1895’te arastirmaci Hedin tarafindan bulunmus olan arjinin pozitif
yiiklii (bazik) bir aminoasittir ve notral pH’ ta guanidinyum grubu ihtiva eden bir
proton alicist olarak bilinir. Polar 6zellik gostermektedir ve proteinlerin yilizeyinde
yerlesmis bulunmaktadir. Molekiil agirlig1 174 daltondur. D ve L arjinin olarak var

olan iki formundan, proteinlerde bulunani L-arjinin’dir (Barbul 1986, Carcillo 2003).

Dokularda, idrarda ve plazmada mevcut olan, asimetrik dimetilarjinin
(ADMA), ilk olarak 1970 yilinda idrarla atilan metillenmis arjininler olarak
tanimlanmistir. Arjininin anologu olarak bilinmektedir. ADMA hayvan immiin
sistem hiicrelerinde ve ndronlarinda, insan endotel hiicrelerinde saptanmistir ve ilk
olarak 1987 yilinda izole edilmistir (Barbul 1986, Carcillo 2003). Nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimini inhibe etmesi ADMA’nim bilinen en énemli fonksiyonudur (Cooke

ve Dzau 1997, Napoli ve Ignarro 2001).

Nitrik oksid (NO) ilk kez 1995 yilinda kesfedilmis antiaterojenik bir molekiil
olarak bilinmektedir. eNOS, nitrik oksitin kesfedilmesinden ¢ok kisa siire sonra
klonlanmis ve bu enzimin substrat1 olan L-arjinin tanimlanmistir (Liischer ve Noll,
1999; Furchgott ve Zawadzki, 1980; Palmer ve ark., 1987; Palmer ve ark.,1988). NO,

onceleri endotelden iiretilen, salgilanan ve damar diiz kasmnda guanilat siklaz



uyarilmast 1ile vazodilatasyon gerceklestiren gevsetici faktor (EDRF) olarak
bilinmekteydi (Liischer ve Noll, 1999; Furchgott ve Zawadzki, 1980; Oemar ve ark.,
1998; Wang ve ark., 1996). Sonralar1 damar endotelinden izole edilmis ve baskin
olan kismmin nitrik oksit oldugu tespit edilmistir. Nitrik oksitin yar1 6mrii olduk¢a
kisadir (5-10 saniye) ve ekstraseliiler alanda sadece lokal etkisi s6z konusudur. Nitrik
oksit bilinen biitiin nitrovazodilatorlerin aktif bir komponenti olarak bilinir (Liischer

ve Noll, 1999).

Vallence ve arkadaglar1 1992 yilinda ilk olarak insan idrar ve plazmasinda
eNOS’in endojen bir inhibitdrii olan ADMA varligini tespit etmislerdir.
Metilarjininler grubu, asimetrik dimetilarjinin (ADMA), simetrik dimetilarjinin
(SDMA) ve monometilarjinin (L-NMMA) ile beraber toplam ii¢ aminoasitten
meydana gelmektedir. Yalnizca L-NMMA ve ADMA NOS’u inhibe etme 6zelligine
sahip iken, SDMA biyolojik olarak inaktiftir ve NOS inhibitorii olarak fonksiyonu
yoktur. Insanlarda plazma ADMA seviyeleri L-NMMA seviyelerinden 10 kat daha
fazladir (Cooke, 2000).

ADMA, yaklasik olarak 1970'li yillardan beri varligi taninan bir metabolit
olsa da NOS’u inhibe etme oOzelliginin agiga c¢ikarilmasiyla beraber dikkatleri
cekmistir ve o giinden itibaren bu molekiille ilgili pek ¢cok sayida arastirma ve klinik
calismalar yapilmaktadir (Erbil ve ark., 2012). Son zamanlarda 6zellikle plazmada
ADMA konsantrasyonlarindaki artig; hiperkolesteremi, preeklampsi, diabetes
mellitus ve hipertansiyon gibi g¢esitli koroner arter risk markir1 olarak kabul

edilmektedir (Bugdayc1 ve Serin, 2005).

ADMA, niikleoproteinlerde bulunan arjinin rezidiilerine, protein arjinin metil
tranferaz (PRMT) enzimi tarafindan metil gruplarinin posttransyonel modifikasyonla
eklenmesi ve bu proteinlerin yikilmasi neticesinde meydana gelen ve 6nemi gittikge
artan metillenmis bir arjinin tiirevidir. Viicutta daha farkli metillenmis arjinin
bilesikleri de mevcuttur. Bu bilesikler 1 ya da 2 metil grubunun arjininin en
fonksiyonel kismi olan guanido azotuna eklenmesi sonucu olusurlar. ADMA ve

simetrik dimetil arjinin (SDMA) iki metil grubu transferi ile, N-monometil- L-



arjinin (L-NMMA) ise tek metil grubunun eklenmesiyle olusan metillenmis arjinin

tiirevleridir (Prefumo, Thilaganathan, & Whitley, 2008).

Endotel disfonksiyonu kronik bir proses sonucunda gelismektedir, bu prosese
katkis1 olan  biyokimyasal parametreler O6nemli bir risk belirteci olarak ele

alinmalidir.

Saglikli bireylerde plazma ADMA seviyeleri 0.2-1.2 mmol/L arasinda
degismektedir. ADMA konsantrasyonlar1 normal gebelik siiresinde azalir ancak
preeklampsi gelisen gebe kadinlarda seviyelerinde bir artis s6z konusudur. Ozellikle
son yillarda yiiriitiilen arastirmalarda gebelerde preeklampsi goriilmeden Once
ADMA diizeylerinde artis oldugu bildirilmistir. Gebelikte yiiksek risk altindaki
kadimnlarin erken donemde saptanmasinda ADMA molekiilii nemli bir biyobelirteg

olarak bilinmektedir.

Son birka¢ yildir kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklarin klinik
akibetinde, umut vaad edici bir biyolojik belirte¢ olarak endojen ve nonproteinogenik
aminoasit L-homoarjinin ortaya c¢ikmistir (Atzler ve ark., 2015). Bu baglamda,
insanda ve farelerde L-homoarjininin sentezinden sorumlu bir enzim olan
AGAT(Arjinin glisin amidinotransferaz) enzimi ilizerine yeni bir 151k tutulmustur

(Choe ve ark.,2013).

Calismamizin = amaci, oOzellikle gebelik doneminde metilarjinin yiikiinii
saptamaktir. Bu amacla ikili ve dortlii test istemi olan hastalarin artan serumlarindan
metabolizma {irtinleri olan metilarjininler calisilmistir. Hastahanemizin kadin dogum
poliklinigine basvuran gebe kadinlardan alinan kan 6rneklerinin serumlarinda arjinin,
sitriilin, homoarjinin, SDMA, L-NMMA ve ADMA diizeylerini belirleyebilmeyi ve
boylelikle ileri donem vaskiiler patolojiler ve  preeklampsi i¢in bir Ongori

saglayabilmeyi amacladik.
1.1. Arjinin

Arjinin (2-amino-5-guanidino pentanoik asit, C6H14N402), R), ilk olarak
Hedin tarafindan 1895°de bulunmus pozitif ytiklii (bazik) (R) amino asittir. L-arjinin

formu proteinlerin yapisima katilan form olarak bilinmektedir. Viicutta L-arjinin’e



olan gereksinim bazi durumlarda artar, bu durumlar travma ya da enfeksiyon ve
ozellikle biliylime donemidir. Bu baglamda arjininin “yar1 esansiyel bir amino asit”

olarak ele alinmas1 gerekmektedir (Baris ve ark.,2004).
Endojen arjinin kaynaklari ;

. Proteinlerin ~ ytkimi  yoluyla  arjinin  sentezi:  Plazmadaki  arjinin
konsantrasyonun biiyiik bir kismi protein dongiisiinden ve metabolizmasindan
gelmektedir. Net arjinin sentezinin baglica organi bobreklerdir ve arjinin

sentezinin yaklasik olarak %60' indan sorumludurlar (Yavuz, 2006).

. Sitriilin ve glutamatin metabolizasyonu ile arjinin sentezi: (bobrek, ince
barsak, ve karacigerde). Viicuda diyetle alinan aminoasitlerin (glutamin,prolin ve
glutamat vs.) metabolizasyonu neticesinde ince barsaklarda iiretilen sitriilin, arjinin
sentezinde birincil substrat rolii iistlenmektedir. Sitriilin sistemik dolagima gectikten
sonra bobrekler araciligiyla alinarak proksimal tiibiillerde arjinine doniistiiriiliir. Bu
sekilde plazma arjinin diizeylerine yaklasik %10 oraninda katkis1 olur. Normal

plazma arjinin seviyesi 95-250 umol/L’dir (Baris ve ark., 2004).
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Sekil 1.1. Arjininin molekiil yapis1 (Baris ve ark., 2004)



1.1.1. Arjinin Metabolizmasi

Arjinin, sarth esansiyel aminoasit olarak bilinir, protein sentezinde ve
amonyak detoksifikasyonunda gorev alir. Glikojenik bir aminoasit olmasi sebebiyle

glukoza doniistiiriilebilir ve enerji olusturmak amaciyla katabolize edilebilir (Visek

1986). Arjinin ince bagirsak 1

transportla emilir. Kiiciik bir kismi enterositlerde metabolizasyona ugrar, burada
protein sentezinde kullanilir. Metabolize olmayan kismu da portal dolasimla

karacigere ulastirilarak biraz daha metabolize edilir. Metabolize olmayan arjinin

sistemik dolasima gegerek farkl

Glomeriiler filtrasyona ugrayan arjininin neredeyse hepsi reabsorbe edilir (Onat ve

ark 2002, Morris 2004).

tiimeninden enterositler vasitasiyla aliniwr, aktif

dokulara dagilir ve metabolik olaylarda rol alir.
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Sekil 1.2. Arjininin katildig1

metabolik iire dongiisii yolagi (Tietz, 2005).
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Sekil 1.3. Arjininin Katildig1 Metabolik Yollar (WU ve Morris, 1998).

1.1.1.1. L- Arginin Paradoksu

ADMA; “arjinin paradoksu™ olarak bilinen goriisten sorumlu olabilir
fikrinden hareketle arjininin dokularda ve plazmadaki fizyolojik diizeyleri (mM
diizeylere yakin), NOS’un Km degerinin (2,9 pumol/L) cok iistiinde ¢ 25 kat) olsa
bile arjinin ekzojen olarak verildiginde pek cok deneysel sistemde nitrik oksit
iretiminde artis meydana getirmektedir. Hiicre igerisinde eNOS’u maximum
seviyede aktif halde tutacak L-arjinin miktar1 mevcut oldugu halde bile ekzojen
verilmis olan L-arjininin nasil bir sekilde eNOS aktivitesinde artisa sebep oldugu

durumu “L-arjinin paradoksu” seklinde tanimlanmistir (Stefanie, 2007).

Yapilan caligmalar neticesinde NOS' un enzimatik aktivitesinin ADMA’ ’nin

konsantrasyonu (endojen inhibitor) ve L-arjinin konsantrasyonu (dogal substrat)



arasindaki oran (L-Arjinin/ADMA) ile modiile edidigi diistiniilmektedir. L- arjinin
ve metillenen arjininlerin kimyasal yapis1 asagidaki gibidir (Sekil 1.4.) (Yiksel,
2010).
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Sekil 1.4. L- arjinin ve metillenen arjininlerin kimyasal yapis1

Daha net sekilde soylemek gerekirse, normal L-arjinin diizeyleri varliginda
ADMA diizeylerindeki herhangi bir artig, optimal NOS aktivitesi ile alakali goreceli
L-arjinin yetmezligine yol acabilmektedir. ADMA, NOS’un yarigmali inhibitorii
olmas1 sebebiyle inhibitor etkisi, L-arjinin diizeylerindeki yiikselisten cok fazla

etkilenebilmektedir (Boger, 2004).

1.1.2. Arjinin ve Nitrik Oksit

NO, bilinen biitiin nitrovazodilatatorlerin aktif bir komponentidir (Sekil

1.5.). (Liischer ve Noll, 1999).
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Sekil 1.5. L-Arjininden NOS enzimi araciligiyla NO sentezi(Liischer ve Noll,
1999).

Sitotoksik etkili ve bir ndrotransmitter molekiil olan NO , endotel kaynakli
gevsetici faktor (EDRF) olarak da isimlendirilir ve kan damarlarinda vazodilatasyonu
saglar (Palmer ve ark 1987). Bu onemli etkisi nedeniyle, koroner arter hastaligi,
konjestif kalp yetmezligi ve impotans gibi  smirlh kan akist ve endotelyal
disfonksiyon kaynakli pek c¢ok kardiyovaskiiler hastaligin tedavisinde kullanimi
onerilmektedir (Cooke ve Tsao 1997).

1.1.2.1. Nitrik Oksit Gorevleri

Nitrik oksit molekiiliiniin baglica fonksiyonlar1 arasinda damar diiz kas
hiicrelerinin gevsemesini artirmak , bu hiicrelerde biiylimeyi ve gogii suprese etmek,
damar duvarinda sentez edilen endotelin diizenlenmesi ve trombosit
aktivasyonunun inhibisyonu yer almaktadir (Cornwel ve ark., 1994) (Sekil 1.6). NO
ayrica, diiz kas hiicrelerinde proliferasyonu engeller, trombosit yapiskanligini ve

endotel tabakasinin lokositler iistiine adhezyonunu inhibe eder. Nitrik oksitin



antioksidan, antienflamatuvar ve antifibrotik etkileri mevcuttur (Hayden ve Tyagi,
2003). Bu molekiiliin eksikliginde vaskiiler endotelin artis1 s6z konusu hale gelir ve
buna bagli olarak periferik direncte artis gozlenir. Hemoglobin, nitrik oksiti
etkisizlestirmede onemlidir. (Ghilardi ve ark.,2002; Alvarez ve ark., 2001; Vidal ve
ark., 1998).
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Sekil 1.6. Nitrik oksit islevleri ve etki mekanizmasi (Alvarez ve ark., 2001).

1.1.2.2. Nitrik Oksit Etki Mekanizmasi

Toksik ve renksiz bir gaz olan nitrik oksit sentezi esnasinda etkili olan ana
uyaricilar; kan akismin damarda meydana getirdigi basmng, bradikinin ve
asetilkolin’dir (Alvarez ve ark., 2001). Asetilkolin hiicre yiizeyindeki G proteine
bagl reseptore baglanarak G proteininde konformasyonel degisiklik meydana getirir
ve boylelikle fosfolipaz-C aktive olmus olur. Aktif hale gelen fosfolipaz-C, fosfatidil
inositol bifosfat’ 1 (PIP2) 1,2-diagil gliserol’ ve fosfatidil inositol 1,4,5- trifosfat
(IP3)’e (DAG) ¢evirir. Sitoplazmadaki IP3 diizeylerindeki artis endoplazmik

retikulumda (ER) depolanmis olan Ca™ un sitoplazmaya ge¢mesini stimiile eder.
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Ca"?/ kalmodulin kompleksi ile NOS enzimini aktive hale getirilir ve bdylece O, ve
L-Arjinin’den, NO ve sitriilin sentez edilir (Sekil 1.7.) (Alvarez ve ark., 2001 ; Vidal
ve ark., 1998).

Asetilkolin

Arter limeni 1
[ Asetilkolin

GPCR ]—o{ Fosfolipaz C ]—-7

IR,

s
Endotel

hiicresi / {Caz?kalmudulin J

b N iy
Arjinin + Oy Sitrulin + {NO}

a7
NOJ = e Mae e N Ok,
Y

Protein
cGMP=*| Linaz G

~ PRy

iz kas hiicresi Diiz kas hiicresi gevser

Sekil 1.7. Nitrik oksid etki mekanizmasi (Alvarez ve ark., 2001)

NO endotel hiicresinden salmir ve diflizyon ile diiz kas hiicrelerine ulasir. Kas
hiicres igerisinde artmis olan NO seviyesi, dongiisel guanozin monofosfat (cGMP)
miktarindaki artis1 stimiile ederek protein kinaz G’ yi aktiflestirir. Hiicre i¢i Ca™
diizeyleri azalis goriiliir, kas hiicresi gevseme gosterir (Gilines, 2003; Alvarez ve
ark., 2001; Powell ve ark., 1994). NOS’u inhibe eden arjinin tiirevleri deney
hayvanlarma verildigi zaman izlenen kan basmcinda ani yiikselis nitrik oksitin
fizyolojik roliinii destekler niteliktedir. Normal kan basmcinin devammin

saglanabilmesi amaciyla nitrik oksitin tonik salinimia gereksinim vardir.
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1.1.2.3. Nitrik Oksit Tle Tliskili Hastaliklar

T2DM, ateroskleroz, koroner spazm , MI, kalp yetmezligi, hipertansiyon gibi
kalp-damar sagligmi ilgilendiren pek¢ok hastalik endotelyal nitrik oksit sentaz
genine ait Glu298 Asp polimorfizmi ile iliskili bulunmustur. Kalp yetmezligine kars1
nitrik oksitin yeterli tiretiminin koruyucu 6nemli bir etkisi s6z konusudur. McNamara
ve arkadaglari, eNOS aktivitesi olmayan Asp298 varyantinin kalp yetmezliginin
olugsmasmi arttirdigini rapor etmislerdir (McNamara ve ark., 2003). Yapilan ¢esitli
calismalarda eNOS genine ait olan Glu298Asp polimorfizmini homozigot sekilde
mutant tasiyan bireylerde koroner spazm, ateroskleroz, MI ve koroner arter hastaligi

riskinin arttig1 gosterilmistir (Lembo ve ark., 2001; Hingorani ve ark., 1999).

1.1.2.4. Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Gorevleri

Nitrik oksit sentaz ¢ok kisa yar1 6mrii olan (5-10 sn) bir serbest radikal olan
NO f{iretimi i¢in L-arjinini substrat olarak kullanan enzimdir. NOS ii¢ izoenzim
ailesinden meydana gelir. Bunlar;

-iNOS: Indiiklenebilir izoformdur. Miyositlerde ve aktif makrofajlarda mevcuttur.
-eNOS: Konstitutif endotelyal izoformdur.

-nNOS: Konstitutif ndronal izoformdur. Sempatik sinirlerde, vaskiiler endotel,
endokardiyum ve trombositlerde bulunur (McNamara ve ark., 2003 ; Khan ve ark;
1999).

NOS’un yapisal formlar1 olan endotelyal ve ndronal izoformlar1 6zellikle
damar endoteli, santral ve periferik sisnir sistemi gibi dokularda lokalizedir ve
aktiflesebilmek i¢in Ca™*/kalmodulin kompkleksine bagimlidir boylelikle bazal nitrik
oksit konsantrasyonunu ¢ok az miktarda artirirlar. iNOS ise dogru fizyolojik uyaran
verildigi zaman Ca”dan bagimsiz olarak yiiksek miktarlarda NO iiretimi
gerceklestirir ve bakteri, tiimor hiicresi gibi yabanci hiicrelerde sitotoksik veya
sitostatik etki olustururlar. NOS enziminin ii¢ izoformu da kalpte bulunmaktadir.
Vaskiiler endotel araciliiyla in vivo ve in vitro olarak devamli sentezlenen tek NOS

izoformu eNOS’dur (Khan ve ark; 1999; Miyamoto ve ark; 1998 ; McNamara ve
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ark., 2003). Nitrik oksitin potent vazodilator etkisine ilave olarak pekgok bagka
etkisi bulunmaktadir (Sekil 1.8.).

Nitrik oksit trombosit agregasyonunu engeller ve 16kosit ve monosit
hiicrelerinin saglikli vaskiiler endotele yapigsmasini inhibe eder. Ayrica, sitotoksik ve
inflamatuar siire¢lerde var olan siiperoksit radikallerinin vaskiiler salinimini azaltir,
boylece diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunu inhibe etmis olur. Vas-
kiiler sistem i¢in faydali olan bdylesi etkilerinden Otiirii nitrik oksit molekiilii
“endojen anti-aterojenik molekiil” olarak adlandirilir. NO’nun bu anti-aterojenik
fonksiyonlarmin  ADMA’nin varhigiyla ortadan kalktigini gosteren ve bu olayin
patofizyoloik siireglerini inceleyen bir¢ok ¢alisma vardir (Blackwell, 2010). Crohn
ve iilseratif kolon hastaliginin patogenezinde nitrik oksit’in rol aldigma dair bulgular

mevcuttur (Moore ve Rowland, 1993).
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Sekil 1.8. NO’in damarsal etkileri (Khalil ve ark., 2015).

1.2. Metilarjininler

Baslica metilarjinin tiirevleri N-monometil L-arjinin (L-NMMA), Asimetrik
dimetilarjinin (ADMA) ve simetrik dimetilarjinin (SDMA) dir. Metilarjininler

proteinlerde bulunan arjinin rezidiilerinin posttranslasyonel modifikasyon ile
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metilasyonu sonucu meydana gelen arjinin tiirevleridir. ADMA ve L-NMMA’nin
sentez edilebilmesi i¢in arjinin rezidiilerine metil gruplar1 transfer eden protein
arjinin metiltransferaz tip I (PRMT-I) enzimine gereksinim vardir. Bu enzim
proteinlerin i¢indeki arjininin en fonksiyonel kismi olan guanido azotuna bir veya iki
metil grubu transferi gergeklestirir. Metil grubu vericisi olarak bu reaksiyonlar
sirasinda S-adenozil metiyonin (SAM) kullanilir (Clarke 1993, Mcbride ve Silver
2001).

1.2.1. Genel Bilgi

Metilasyon ya da metillenme spesifik bir sekilde bir hidrojen atomunun bir
metil grubu ile yer degistirmesi manasinda kullanilan bir terimdir ve bu olay
irreversibldir. Metillenmis proteinler nukleusta bulunmaktadir. Arjinin  guanido
kismmdan dolayr1 1 ya da 2 defa metilasyona ugrayabilir. (Taner, 2010). Bu
metilasyonu protein arjinin metil transferaz (PRMT) enzimi katalizler ve boylelikle
proteinlerin i¢indeki L-arjinin rezidiilerinin guanido azotuna 1 veya 2 metil grubu
aktarim1 gerceklesir. Bu reaksiyonlar swrasinda S-adenozil metiyonini (SAM),
PRMT grubu enzimleri tarafindan metil vericisi olarak kullanilir ve S-Adenozil
homosisteine (SAH) doniisiir. SAH’de homosistein’e hidrolize olur (Mittermayer ve

ark., 2005)(Clarke, 1993; McBride ve Silver, 2011).

1.2.1.1. Metilarjinin Olusumu ve Cesitleri

ADMA (CsHigN4O3), protein arjinin metil tranferaz (PRMT) enzimi
araciligiyla metil gruplarinin sentez sonrasi diizenleme ile niikleoproteinlerdeki
arjinin, rezidiilerine transfer edilmesi ve bu proteinlerin katabolizmas1 sonucu salinan
serbest metilarjinin rezidiilerinden sentezlenen klinik tanida 6nemi giderek artan bir
arjinin tiirevidir. ADMA ve SDMA arjinin’in guanido azotuna iki metil grubunun
eklenmesiyle, N-monometil- L-arjinin (L-NMMA) i1se tek bir metil grubunun
eklenmesiyle olusan metillenmis arjinin tiirevleridir. (Alacam, 2008). Endojen

metilarjininler asagidaki sekilde goriildiigi gibidir ( Sekil 1.9.)( Huang ve ark.,2004).
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Sekil 1.9. Endojen metilarjininlerin kimyasal yapist (Huang ve ark.,2004).

Arjininin metillenmis formlar1 ve sentezi asagida verildigi gibidir (Sekil

1.10.) (Vallance ve Leiper, 2004)
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Sekil 1.10. Arjininin metillenmis formlar1 ve sentezi(Vallance ve Leiper, 2004)

Metilarjininlerin sentezinde rol alan PRMT enzimlerinin iki tipi mevcuttur;
protein arjinin metiltransferaz tip 1 (PRMT-1) ve protein arjinin metiltransferaz tip
2 (PRMT2). PRMT-1 enzimi L-NMMA ve ADMA y1 sentezleyen enzimdir. PRMT-
2 enzimi ise SDMA’nm sentezinden sorumludur. Tipl PRMT en sik rastlanilan
tipidir ve, diiz kas hiicrelerinde, kardiyovaskiiler sistemde kalp ve endotelyal
hiicrelerde yerlesik oldugu bilinmektedir. Tip 1 PRMT aktivitesi neticesinde
meydana gelen arjinin tiirevlerinin nitrik oksit sentaz enzimini inhibe etme yetenegi
mevcuttur. SDMA, ADMA ile esit konsantrasyonlarda iiretilir fakat NOS aktivitesine
etkisi s6z konusu degildir (Bayraktutan, 2011).

Proteinler hidrolize ugradiklari zaman metillenmis olan arjinin rezidiileri
serbest kalir, ve daha sonra bunlar idrarla atilir. Renal yetmezligi olan hastalarda

metillenmis arjininler idrarla viicuttan uzaklastirilamaz ve konsantrasyonlarinda artig
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meydana gelir. Metilarjininler bobrekte dimetilarjinin metil transferaz/hidrolaz

(DDAH) enzimi ile, karacigerde ise asetilasyon ile metabolizasyona ugrarlar.

1.2.2. Asimetrik Dimetil Arjinin (ADMA)

1.2.2.1. Tanim ve Tarihce

Proteinlerdeki arjinin rezidiilerinin, protein arjinin metiltransferaz (PRMT)
tip 1 araciligiyla metilasyonu ile sentez edilen; plazmada, idrarda ve dokularda
bulunan asimetrik dimetilarjinin (ADMA) ilk olarak 1970 yilinda idrarla atilan
metillenmis bir arjinin tiirevi olarak tanimlanmistir. Hayvanlarm immiin sistem hiicre
ve noronlarinda, insan endotel hiicrelerinde saptanmis ve ilk defa 1987 yilinda izole
edilmistir. Daha sonra Vallence ve ark. 1992 yilinda insan plazma ve idrarinda
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)’m endojen inhibitérii olarak ADMA’nin

varligimi tanimlamislardir. (Cooke, 2000).

1.2.2.2. ADMA ve Yapisal Ozellikleri

ADMA son derece stabil bir molekiildiir ve hiicreler arasinda rahatcga
dolasabilir boylece etkisini serbest olarak gosterebilmektedir. Bir hiicrede iiretilip
etkinligini kolaylikla baska bir hiicrede gosterebilmektedir. Mesela damar diiz kas

hiicresinde tiretildikten sonra endotel hiicresinde etkisini gosterebilir (Taner, 2010).

ADMA'nin intraselliiler miktarlar1 protein metilasyonu, proteinlerin yikim
hizi ve ADMA’nmn bdbreklerde DDAH tarafindan yikim hizina baghdir. Protein
katabolizmasinin fazla oldugu iskemik kalp hastaligi, diyabet gibi bazi durumlarda
hiicre icerisinde fazla miktarda olusan ADMA dolasima verilmekte ve dolasimdaki
konsantrasyonu artig gostermektedir. Saliman ADMA hem orijin yerinden disar1
cikabilir hem de plazmadan uzak bolgelerden de alinabilmektedir. Bu olay da arjinin
ve diger katyonik aminoasitler (CAAs) i¢in degis-tokusla katyonik aminoasit
tastyicilar (CATs) tarafindan gergeklestirilir (Baylis, 2006; Welch ve Wilcox, 2007).
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ADMA kan basmcini artirir, vazokonstriiksiyona sebep olur, endotelyal hiicre
adhezivitesini artirir ve endotel bagimli relaksasyonu bozar, kardiak outputu azaltir.
Uzayan NOS inhibisyonun neticesinde sol ventrikuler hipertrofi gelisebilir. Plazma
ADMA seviyeleri ile endotel disfonksiyonu arasinda dogrudan iliski mevcuttur.
Hemodiyaliz hastalarinda olusan endotel disfonksiyonu, kardiyovaskiiler olaylar ve
ozellikle mortalitede ADMA sorumlu faktorlerden birisidir (Vallance ve Leiper,

2004).

Endotel kaynakli NO, endotelin normal fonksiyonlarmin idamesinde
oldukca Onem arz eder. NO’nun antitrombotik islev, vazodilatasyon, ve

inflamasyonun kontroliinde kritik rolleri bulunmaktadar.

Y tastyic1 aktivitesi metilarjininlerin lokal diizeylerinde Onemlidir. CAT
sistem metilarjininleri endotel hiicreleri i¢inde konsantre eder. Bu sebeple
intraselliiler konsantrasyonu sirkiilasyondan daha fazladir. Y tasiyict sistemde
herhangi bir defekt meydana gelmesi sirkiilasyonda daha fazla ADMA
konsantrasyonuna neden olur. Dolayisiyla azalmis NO biyosentezi ile neticelenir

(Tarnow ve ark., 2004).

Nitrik oksit biyosentezinin bozulmasi ile endotel fonksiyon bozulur ve
beraberinde ¢ok sayida vaskiiler hadiseyi getirir. ADMA, nitrik oksitin tiibliler Na+
reabsorbsiyonu tlizerndeki inhibitor etkisini sinirlandrarak anormal renal sodyum
tutulumuna da katki saglayabilir. CAT ve NOS’un inhibe edilmesi ile vaskiiler ve
organ hastaliklarinin orijini olan mikrovaskiiler oksidatif stresin olusumu ve

endotelyal disfonksiyona istirak¢i olabilir (Palm ve ark., 2007).

1.2.2.3. ADMA Sentezi

Iki kompleks olaymn gerceklesmesi ile serbest ADMA olusumu meydana
gelir. Bunlardan ilki, proteinlerdeki arjinin rezidiilerinin metilasyonu, ikincisi ise bu
metilenmis proteinlerin proteoliz ile serbest aminoasitlere kadar yikilmasi1 durumudur
(Erbil ve ark 2012). Proteinlerdeki arjinin kalintilarina metil gruplarmin eklenmesini,
PRMT enzimleri gergeklestirir (Clarke 1993). PRMT 1 izoformu kalpte, diiz kas

hiicrelerinde ve endotel hiicrelerde eksprese olmaktadir. Her ikiside arjiininin
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monometillenmesini saglayabilir. Ancak ikinci bir metil grubu transferiyle olusacak
iirtin, PRMT enzimi ¢esitine baglidir. Tip 1 PRMT enzimi, ayn1 guanidino azotunu
dimetilleyerek ADMA olusumunu katalizlerken, tip 2 PRMT her iki guanidino
azotunu monometilleyerek SDMA olusumunu gerceklestirir (Vallance ve Leiper

2004, Tran ve ark 2003).

PRMT enzimleri tarafindan metil vericisi olarak kullanilan SAM ATP ve
metiyoninden sentez edilir. SAM, metil grubunu kaybederek S-adenozilhomosisteine
doniigiir. Meydana gelen homosistein trans-siilfiirasyon yolagr araciligiyla
metabolize edilir veya remetilasyona ugrayarak metiyonine doniistiiriiliir. (Sekil
1.11). Yeniden metilasyon reaksiyonu, metil vericisi olarak vitamin B ve 5-metil
tetrahidrofolik asit’e bagimlidir ADMA sentezi reaksiyonunda iki adet metil grubu
gereklidir ve yan iriin olarak iki adet homosistein olusur. Plazma homosistein ve
ADMA diizeyleri arasinda pozitif korelasyon oldugunu gosteren ¢alismalar

mevcuttur (Holden ve ark., 2003).

Proteine bagli ADMA’ nin NOS enzimi {izerinde inhibitdr etkisi yoktur.
Inhibisyon etkisinin s6z konusu olabilmesi i¢in metillenmis proteinlerin proteolizi
ile olusan serbest ADMA sarttir. Bugiine kadar serbest arjininden ADMA
sentezlendigine dair literatiirde herhangi bir bilgi mevcut degildir (Erbil ve ark
2012). Saglikli insanlarda ADMA’ nin plazma seviyeleri literatiir verilerine gore

0,35-0,70 pumol/L arasindadir (Baylis, 2006).

/_METiYDN'[N ———* SAM Prolein N
PRMT (Metil transfer
Tekrar metillenine reaksiyoni)
HOMOSISTEIN ——= SAlL Metillenmis protein Hiicre
protealiz veya
organ 1
X K x & £ DDAH
SITRULIN + DIMETILAMIN +—— ADMA
\ KAT
<0p20
Renal < Plazma ADMA
ekskresyon
KAT
Hilcre
[ SITRUOLIN + DIMETILAMIN 4& ADMA veyn
orpan 2

Sekil 1.11. ADMA Olusumu ve Metabolizmasinin Semasi (Erbil ve ark
2012).
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1.2.2.4. ADMA Yikim

ADMA’nin  katabolizmasinda 3 kritik yolak vardir: Birinci yolak;
ADMA’nin DDAH enzimi tarafindan sitriilin ve dimetilaminlere yikilmasidir
(>%90). Ikinci yol ; ADMA’nm degismeden bdbreklerden atilmasidir(~%35). Ugiincii
yol ise; dimetilarjinin piirivat aminotransferaz enzimi aracilifiyla a-ketoasitlere

doniistiiriilmesidir (<% 5)(Ogawa ve ark 1989, Ogawa ve ark 1990).

ADMA yikilimmm diizenlenmesinde DDAH merkezi rol oynar. DDAH,
karaciger, bobrek, kan damarlar1 ve pankreasta eksprese olur. Enzimin iki
izoformundan DDAH-1 , karaciger, beyin, testis, bobrek, adrenal bez gibi nNOS un
eksprese oldugu dokularda bulunmaktadir. DDAH-2 ise aorta, kalp ve plesanta gibi
eNOS ve iINOS’u eksprese eden dokularda fazla bulunmaktadir. DDAH, ADMA i¢in
spesifiktir, SDMA’y1 etkilemez. SDMA intravendz olarak enjekte edildiginde %60
oraninda idrara ¢ikmaktadir ancak ADMA intravendz enjekte edildikten sonra %35
oraninda idrara ¢ikar. Bu nedenle renal yetmezliklerde SDMA, ADMA’ ya kiyasla
plazmada cok daha yiiksek seviyelerde bulunur. Yapilan ¢esitli calismalarda
ADMA’nn DDAH enzimi i¢in substrat oldugu SDMA’ nin ise olmadigi rapor
edilmistir. ADMA’nin SDMA’ya gore daha yaygin bir metabolizmasmnin oldugu
gosterilmistir (Sekil 1.12)(Kimoto ve ark 1995).

Prodein
PRMT {type [)
||
Predein containing ADMA and NMA
lpdrolysis
¥
DET
Alpha ks acid 4—————— Free ADMA NMA Tl exereion
drrivatives s
S D4R
Areiued A&7 H
dzrivelives
Citrulline
&=
methylamines

Sekil 1.12. ADMA metabolizmasi
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Pek ¢ok hastalikta azalan DDAH aktivitesi, dolasimdaki ADMA
seviyelerinin artmasina sebep olmaktadir. Hiperkolesterolemi ve hiperglisemi gibi
durumlar dogrudan ADMA akiimiilasyonu ile sonuglanan DDAH aktivitesinde

azalmaya yol acar (Chan ve Chan 2002).

1.2.2.5. Endotel Disfonksiyonu ve ADMA

Insanlarda hizli degisen plazma ADMA seviyeleri endotelyal vazodilatdr
fonksiyonundaki degisiklikler 1ile alakalidir. ADMA giiniimiizde endotel
disfonksiyonu i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (Cooke 2004).

NO, vaskiiler homeostazda ¢ok onemli bir yere sahip olmas1 ve vazodilator
aktivitesinin yanmi1 sira, vaskiiler hastaliklarda kilit rol {stlenen trombosit
agregasyonu, lokosit adezyonu ve vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe
etmektedir. Hayvan modellerinde vaskiiler nitrik oksit sentezindeki degisikliklerin,
restenoz ve ateroskleroz ilerleyisinde miihim bir etkisi oldugu gézlenmistir. NOS
yolagmin bozulmasi, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir gosterge
durumundadir (Isiklar ve Mutaf, 2010). Son donem bobrek hastaligi olan bireylerde
renal klirenste azalma sebebiyle artis gosteren plazma ADMA konsantrasyonlari
diyaliz yardimi ile diisiirtilmiis ve endotel fonksiyonunda diizelme saglanmistir. Daha
sonra yapilan arastirmalarda, artmis ADMA diizeyleri ile endotelyal vazodilator

disfonksiyon arasinda iligki bir ¢ok kez ortaya ¢ikarilmistir.

Endotel tarafindan salgilanan nitrik oksitin damar yapisini ve fonksiyonlarimni
koruyucu etkileri mevcuttur ve endotel tabakasinda meydana gelen bir harabiyet NO
diizeylerini azaltir ve bu da damar fonksiyonlarinda bozulma meydana getirir. NO
eksikliginde damar diiz kaslarinda proliferasyon goriilmekte, damar duvarmin
elastikiyeti azalmakta ve bunlarin sonucunda akisa bagimli vazodilatasyon kaybi

meydana gelmektedir (Cooke 2005).

ADMA’nmm intra-arteriyel inflizyonu lokal vazokontsriiksiyona sebep olur
iken, sistemik inflizyonu sistemik vaskiiler rezistansi arttirir ve renal fonksiyonu

bozar. Yapilan deneysel ve klinik c¢alismalarda ADMA diizeylerindeki ufak
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degisikliklerin bile vaskiiler tonusta, vaskiiler NO iiretiminde ve sistemik vaskiiler

direngte anlamli degisikliklere sebep oldugu gosterilmistir (Boger ve Ron 2005).

Cizelge 1.1. ADMA diizeylerinde artig goriilen patofizyolojik durumlar ve artig
diizeyi (Boger, 2006).

Hastahk ADMA Dhiizeyi
Kronik Bobrek Hastahg 2-7 kat
Covukluk Cagi Hipertansiyonu 2.3 kat
Periferik Arter Hastalii 2-3 kat
Hiperkolesterolemi 2 kat
Kronik Kalp Yetmezligi 2-3 kat
Precklampsi 2 kal
Hipertansivon 2 kat
Hiperhomosisteinemi 2 kat
Pulmoner Hipertansivon 2-3 kat
Kararhh Koroner Arter Hastali@ 2 kat
Inme 2 kat
Tip I DM 2-3 kat
Hipertiroidizm 2 kat
Insiilin Direnci 2 kat
Karaciger Yetmezligi 2 kat
Erekinl Dislonksiyon 2 kat
Akut Koroner Sendrom 2-3 kat

1.2.2.6. ADMA ve Nitrik Oksit Tliskisi

ADMA, endojen olarak sentez edilir. ADMA ve L-NMMA, NOS’un endojen
inhibitdrleri olarak bilinmektedir. Vaskiiler tonus ve saglikli yapinin korunmasi i¢in
endotel tabakasindan salinan vazoaktif mediatorlerin fonksiyonlar1 6nemlidir, bu
mediatorlerin en Onemlilerinden biri nitrik oksit’tir. Nitrik oksit, NOS enziminin 3
izoformu (endotelyal, néronal ve makrofajlardaki uyarilabilir formlar1) tarafindan
sentezlenir. ADMA ve arjininin, NO sentezinin idamesinde kritik rolleri vardir. NO
trombosit adezyon ve agregasyonunda rol alr. ADMA, SDMA ve L-NMMA,
endotelyal hiicrelerin igerisine Y tasiyici protein vasitasiyla girerler. Metilarjininler
birbirleriyle ve arjinin ile hiicreye giris i¢in yarisirlar. Yiiksek konsantrasyonda

bulunan ADMA, L- arjininin hiicre i¢ine transportunu engelleyerek de NO



22

sentezini azaltwr. Cesitli klinik olgularda ADMA diizeyinin kontrol grubuna gore

durumu asagidaki tabloda verildigi gibidir ( Cizelge 1.2.)

Cizelge 1.2. Cesitli klinik olgularda ADMA konsantrasyonlarinin kontrol grubuna
gore durumu (Erdem ve Unlii, 2009)

Hastalik Artis oram
Hiperkolesterolemi 2-3 kat
Hipertrigliseridenmi 2 kat
Hipertansiyon 2 kat
Preeklampsi 2 kat
Periferal Damar Hastaligi 2-4 kat
Kronik Bébrek Yetmezligi 2-12 kat
Kronik Kalp Yetmezligi 2-3 kat

Tip II Diabetes Mellitus 2 kat

1.2.3. L-Homoarjinin

L-Homoarjinin (C7H;6N4O,), L-arjinin'den daha uzun bir karbon zinciri olan
fazladan bir CH2 grubu iceren bazik, saf olmayan katyonik bir amino asittir, L-
arjinin’in homologudur (Sekil 1.13). L-lizin ‘den L-arjinin glisin-amidinotransferaz
(AGAT, EC 2.1.4.1) enzimi tarafindan transaminasyon yoluyla olustugu varsayilir
(Ryan ve Wells,1964; Ryan ve ark., 1969). L-arjinin’e yapisal benzerligi géz oniine
alindig1 zaman, L-homoarjinin ve arjinin metabolizmas1 ile etkilesebilir ve
sinyalizasyonu kesintiye ugratabilir (Leiper ve Wallance, 1999; Moncoda ve
ark.,2002). L-homoarjinin, L- arjinin’den NO {ireten nitrik oksit sentaz (NOS) i¢in
bir substrattir ve NOS’un yarismali inhibitorii olarak gorev yapar. Bu nedenle, L-
homoarjininin NOS'un aktif alanina baglanmasi i¢in L-arjinin ile yarigmasi, endotel

fonksiyonunu etkileyebilir.
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Sekil 1.13. L-Homoarjinin ve L-arjinin kimyasal yapilari, molekiil formiilleri ve

molekiiler agirliklar1 (MW) (Kayagelebi ve Beckmann, 2014).

Bununla birlikte, arjinin ile karsilastirildiginda, homoarjininin Km degeri,
homoarjinini substrat olarak kullanan NOS'un daha diisiik bir katalitik verimliligini
yansittigindan daha yiiksektir. Bu nedenle, NO {iretimi, yiiksek bir homoarjinin /
arjinin oraninda azalabilmektedir. Kardiyovaskiiler hastalikla iliskili olarak, yiiksek
veya diisiik L-homoarjinin diizeylerinin faydali olup olmadig1 belirsizligini
korumaktadir. Son zamanlarda, plazmada diisiik L-homoarjinin seviyeleri, biiyiik bir
kohort calismada kardiyovaskiiler mortalite ve inme ile iliskilendirilmistir. Buna
karsim, pekcok sayida calisma diisiik seviyelerinden ziyade yiiksek homoarjinin
seviyelerinin, ADMA plazma konsantrasyonlar1 ve kardiyovaskiiler hastaliklarla

iliskili oldugu bildirilmistir (Davids ve ark.,2012).

Hiperornitinemi, hipersitriilinemi ve hiperammoniemi gibi ¢esitli metabolik
hastaliklarin varliginda L-homoarjinin ve L-homositriilin atilimi idrarda artmis
bulunmugstur (Walser ve ark., 1983). Marz ve ark.,'nin (2010) yakin zamanda yapmis
olduklar1 bir calismada, diisiik homoarjinin plazma konsantrasyonlarmin
kardiyovaskiiler hastaliklarla ile iliskili oldugu ve hepsinin koroner anjiyografi veya
hemodiyaliz uygulanan hastalarda mortaliteye neden oldugu ileri stiriilmiistiir (Marz
ve ark., 2010). Ozellikle, NOS'un inhibisyonun yamisira ADMA, SDMA ve

MMA'nin olusumu hiicrelerde meydana gelir ve bu nedenle kardiyovaskiiler
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hastaligin tahmini icin ADMA, SDMA, MMA, L-arjinin ve L-homoarjininin hiicre

ici seviyeleri plazma diizeylerinden daha 6nemli olabilir (Teerlink,2005).

1.2.3.1. Tanim ve Tarihce

L-homoarjinin yapisal olarak L-arjinin ile iligkili, in vivo L-arjinin/NO
metabolizmasma miidahale etme potansiyeli olan nonproteinogenik bir aminoasittir.
Molekiil agirlig: 188.228 g.mol ‘diir. L-homoarjinin, incelenen tiim viicut sivilar1 ve
organlarinda (6rnegin serum, idrar, beyin-omurilik sivisi, karaciger, bobrek ve beyin)
az miktarda tespit edilmistir, ancak islevi heniiz net olarak aydinlatilamamistir
(Valtonen ve ark., 2008). Dolasimdaki konsantrasyonlar1 ¢esitli popiilasyonlara
dayali calismalarda, tek-niikleotit polimorfizmleri (SNPs) ile iliskilendirilmistir.
Gutenberg Saglik Calismasi’nda genom diizeyinde ilk olarak L-homoarjinin plazma
konsantrasyonlar1 ve 15. kromozom {izerindeki AGAT geni ile iliskili SNP ler
arasinda bir iligki tespit edilmistir. Bu calisma, homoarjinin ile AGAT enzimi

arasindaki fare ve insan verileriyle yapilan ilk ¢alismadir (Choe ve ark., 2013).

LURIC (Ludwigshafen Risk ve Kardiyovaskiiler Saglik)’in arastirmasi
kapsaminda hastalar ve Yang Fin’s c¢alismasinda katilimcilarin genom birligi
calismast AGAT geni ile iliskili dolasimdaki L-homoarjinin ve SNP’ler arasinda
giiclii bir iliski oldugunu dogrulamistir (Kleber ve ark., 2013).

1.2.3.2. Homoarjinin Yapisal Ozellikleri

ADMA ve H-Arg, NOS {izerindeki spesifik baglanma bdlgeleri i¢in arjinin ile
rekabet ederler (Moali ve ark., 1998). Yapilan birka¢ ¢calismada L-arjinine ek olarak
L-homoarjinin’in NOS tarafindan NO {iretimi i¢in bir substrat olarak hareket

edebildigi gosterilmistir (Sekil 1.14) (Valtonen ve ark., 2008).
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Sekil 1.14. Ure dongiisiinde L-homoarjinin (A) ve L-arjinin (B) 'nin paralel

biyokimyasal reaksiyonlarinin semasi (Valtonen ve ark., 2008).

Boylece, L-homoarjinin en az 3 nedenden dolay1 ilging bir bilesik olarak
diisiiniilebilir. 1k olarak, L-homoarjinin, NO saliniminin diizenlenmesinde bir rol
oynayabilir ve L-arjinin gibi, bir vazodilatatér oldugu bilinmektedir. Ikincisi, daha
onceki arastirmalar, katyonik amino asitlerin, transport mekanizmalar1 yoluyla
hiicresel L-arjinin alimin1 degistirerek endotelyal hiicrelerde NO {iretimini modiile
edebildigini gostermistir. Ugiinciisii, L-homoarjininin seviyesinin bir dizi fizyolojik
ve patolojik kosulda degismedigine inanilmaktadir. Bu nedenle, ADMA'nin
preeklampsi de dahil olmak iizere bir¢cok patolojik durumda roliinii degerlendiren
calismalarda bir i¢ standart olarak kullanilmigtir (Bhardwaj; ve Moore, 1989 ; Khan
ve ark.,1999).

HArg, NOS i¢in alternatif ancak daha az etkili bir substratken, ADMA
dogrudan nitrik oksit sentazlar i¢in inhibitor gorevi goriir. ADMA, SDMA ve H-
Arg, hiicre i¢ine transport i¢in arjinin ile yarigirlar ve bu nedenle, NOS i¢in mevcut
olan arjinin miktarin1 da smirlayabilirler (Closs ve ark.,1997). NO sentaz araciliiyla
L-arjininden endojen vazodilatator nitrik oksit (NO) iiretimi L-homoarjinin, L-
monometil-arjinin (MMA), asimetrik dimetilarjinin (ADMA) ve simetrik

dimetilarjinin (SDMA) ile modiile edilir (Davids ve ark., 2012).

Atzler ve arkadaslar1 tarafindan 2014 yilinda Almanya Pomerania’daki

saglikli bireylerin katildigi ¢alismada serum L-Homoarjinin referans degerleri
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Erkek
Kadin

1.41 - 5.00 mmol/L
1.20 — 5.53 mmol/L olarak bildirilmistir (Atzler ve ark.,2014).

H-Arg ile ilgili olarak literatiirde, nefronun renal tiibiillerinde sistem y+
transport araciligryla makula densa hiicrelerine alimi i¢in homoarjinin'in arjinin, I-
ornitin ve l-lizin ile rekabet ettigi "alternatif lire siklusu" makiila densa nitrik oksit
sentazinin ekspresyonunda ve diizenlenmesi ¢alismasi diginda klinik olarak yararl

olduguna dair kanit bulunmamaktadir (Closs ve ark.,1997).

Bununla birlikte, kinetik analizler L-arjininin L-homoarjinine goére NOS
enzimine 2 kat daha hizli bir maksimum baglanma orani sergiledigini ve dolasimda
biiylikk bir L-arjinin fazlaligi oldugunu ortaya ¢ikarmistir, bu nedenle L-
homoarjininin fonksiyonel rolii NO bagimli endotel vazodilatasyonunda sadece

kii¢iik bir 6nem tagimaktadir (Bird ve ark., 2003).

1.2.3.3. Homoarjinin Yikim ve Sentezi

Son birka¢ yildir kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklarm klinik
akibetinde, umut vaad edici bir biyolojik belirte¢ olarak endojen ve nonproteinogenik
aminoasit L-homoarjinin ortaya c¢ikmistir (Atzler ve ark., 2015). Bu baglamda,
insanda ve farelerde L-homoarjinin’in sentezinden sorumlu bir enzim olan AGAT

enzimi iizerine yeni bir 151k tutulmustur (Choe ve ark.,2013).

Yakin zamana kadar, AGAT enziminin bilinen tek fonksiyonu glisin’den
guanidoasetat ve ara iiriin olarak kreatin sentezi idi. L-homoarjininin sentezindeki
rolii fonksiyonu homoarjinin kaynaklar:1 fizyolojisi ve klinik etkisi ile ilgili mevcut

bulgular hakkinda tartisilmaya devam edilmektedir.

Bobrekte AGAT enzimi, L-arjinin’in guanido grubunu glisin’e transfer ederek
gunidoasetat ve ornitin iiretimini katalizler (Sekil 1.15)(Atzler ve ark., 2015).
Karacigerde ise, guanidoasetatin metilasyonu guanidoasetat N-metil transferaz
(GAMT, E.C 2.1.1.2) tarafindan katalizlenir ve bu sekilde de kreatin olusur
(Brosnan ve ark., 2011).
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Sekil 1.15. Homoarjinin ve kreatin metabolizmasi semas1 (Atzler ve ark., 2015).

1.3. Gebelik Donemi Hakkinda Genel Bilgi

Gebelik siiresi en son menstruasyonun ilk giinii itibariyle dokuz ay 10
giin veya 40 hafta ya da 10 lunar aydir (Taskm, 2010). Saglikli bir gebelik, tahmin
edilebilir herhangi bir risk olmaksizin su anda ya da gegmisinde herhangi bir gebelik
komplikasyonunun bulunmayisi, ciddi maternal hastaligimin bulunmamasi, evvelinde
maternal mortalite veya morbidite hikayesinin bulunmayis1 ve yeterli fetal

biiylimenin olmasi olarak ifade edilir (Yates, 2011).

Gebelik, uterin kan akimi ve kardiyovaskiiler sistem anatomisinde ve
fonksiyonunda meydana gelen bazi degisimlerle karakterizedir ve bu vaskiiler
adaptasyon heniiz tam olarak anlasilamamistir. Vazokonstriktorler icin azalmis
vaskiiler cevap ve vazodilatorler i¢in artmis cevap gebelik iliskili artmis uterin kan

akimmin altinda yatan sebep olarak ileri siiriilmektedir.
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Normal gebelik, gelismis vazodilatasyon igeren derin hemodinamik

degisikliklerle iliskilidir.

2005 yili Ulusal Anne Oliimleri Arastirmasi’na gore anne Oliimlerinin
%21.2’s1  dolayl, %78.8’1 dogrudan sebeplerden meydana gelmistir. Anne
Olimlerinde dogrudan nedenlerden ilk {i¢ swayr kanamalar (%25.3),
preeklampsi/eklampsi (%18.4) ve enfeksiyonlar (%4.6) almaktadir. Dolayli anne
olim sebepleri arasinda ise kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar en biiyiik
paya sahiptir. Gelismekte olan iilkelerde kanama ve hipertansif hastaliklar anne
Oliimlerinin en biiylik kismini olugturmakta olup kanama Afrika’da anne 6liimlerinin
%4’int, Asya’da %31’in1 olusturarak birinci sirada yer almaktadir (Wenstrom,

2005).

Gebelikte plazma nitrat/nitrit seviyeleri artmaktadir. Normal gebelik (NG)
boyunca plasental mitokondrinin metabolik aktivitesi artar. Boylece NG’likte
plasenta ROS ve reaktif nitrojen tiirleri olusturur. Riskli gebeliklere de ayni artmis
seviyeler eslik eder. Paralel olarak, riskli gebeliklerde plasentadaki amino asit
tastyicilarinin degisen ifadesi de bulunmustur. Bu bakimdan, serbest radikallerden
kaynaklanan NO ve siiperoksit, plasental sinsityotrofoblast amino asit alimini ve in
vitro sodyum (Na') gecirgenliginin artismi bozar. Diisiik arjinin seviyelerinin
oksidatif strese katkida bulundugu ve preeklampsi olusumunu tetikledigi
bilinmektedir (Sekil 1.16). Plasentadaki bu fazlalik nedeniyle, NO ve siiperoksit,
potansiyel bir prooksidan olan peroksinitrit olusumu icin etkilesebilir. Peroksinitrit
olusumu fizyolojik fonksiyonlar: etkileyen plasental NO seviyelerini degistirecektir.
Nitratif stres varlig1 fetal plasentanin azalmis vaskiiler reaktivitesi ile baglantilidir.
Plasentada birgok NOj; proteini bulunmustur. Plasental proteinlerin nitrasyonu
NG’likte vardir fakat patolojik gebeliklerde seviyeleri artmistir (Huang ve ark.,
2012).
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Sekil 1.16. Normal gebelik ve preeklampsinin patogenezinde L-arjinin ve

nitrik oksit arasindaki etkilesim (Noris ve ark.,2005).

1.3.1. Riskli Gebelikler

“Risk”, bir ya da daha fazla faktoriin varligi ile istenmeyen durumlarin.
olugma olasilig1 seklinde ifade edilirken “gebelik acisindan risk”, normal kosullar
altinda gerceklesmesi beklenmeyen fakat daha 6ncesinden mevcut bulunan veya
gebelikte  gelisebilecek bazi  komplikasyonlarin  olusma olasiligi  olarak
tanimlanmaktadir (Kuru, 2007). Diger bir deyisle bir gebeligin anne ve bebek
acisindan kotii sonuglarmin olma sikligi, normal popiilasyondan daha fazla ise; o

gebelik “’Riskli Gebelik’’ olarak adlandirilir (Reddy ve Wapner, 2007).

Gebelik her ne kadar fizyolojik bir siire¢ olsa da, riskler bu siireg
tamamlanincaya dek devam etmektedir. Gebe kadinlarin yaklasik olarak %19,8’1 nin
gebelikte saglikla alakali sorun yasadiklari bildirilmistir. Risk maternal veya fetal
olabilir. Annelerin gebelikte en sik yasadiklari problemler; kardiyolojik problemler
(%4,5) ,toksoplazma infeksiyonu (%4,5), gestasyonel diyabet (%9,1), bel agrisi
(%9,1), triner sistem enfeksiyonu (%9,1), hipertansiyon (%13,7), bulant1 ve kusma

(%18,2), ve erken dogum riski (%22,7) olarak belirtilmistir (Turan ve ark.,2008).
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Baska literatiirlere bakildigi zaman gebelikte risk faktorleri agisindan farkli

detaylarda siniflamalar karsimiza ¢ikmakla beraber,

Gebelikte risk faktorleri 3 ana baglik altinda toplanabilir:

Sistemik durumlar ve genel saglik durumlarmi i¢eren hazirlayici risk

faktorleri

. Emosyonel ve psikolojik olgular1 iceren davranigsal ve sosyo-

ekonomik faktorler

Obstetrik durumlar (Yates, 2010).

Gebelik asagidaki durumlarda riskli hale gelir:

1. Enfeksiyonlar ( Hem anne, hem fetiisii etkileyebilir)

>

Annede HIV, sitomegaloviriis, parvo virlis gibi ¢esitli

enfeksiyonlar olmasi

2. Annenin sistemik hastalhiklar

>

Y V V V

Annede yiiksek tansiyonla giden hipertansif bozukluklar(
preeklampsi/eklampsi)

Diyabet

Epilepsi

Otoimmun hastaliklar

Kanda pihtilagsma bozuklugu

3.Erken dogum riski olan gebelikler

>
>

Coguk gebelikler

Rahim agz1 yetmezligi teshisi alan gebelikler

4. Erken dogum eylemi baslamis olan gebelikler

5. Plasental patolojiler

6. Fetusla ilgili problemler
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Kromozomal bozukluklar( Down sendromu gibi trizomiler)
Anatomik bozukluklar

Kardiyak anormallikler

Kan hastaliklar1

Anne karninda gelisim geriligi

Genetik sendromlar

Enfeksiyonlar (Burgin, 2008).

YV V. V V V V V

Normal baslamis olan gebeliklerin herhangi bir doneminde maternal ya da
fetiis kaynakli problemler meydana gelebilir.
%2-3 bebeklerde anomali,sakatlik,
%7-10 abortus-erken dogum olabilir.
%35-7 preeklampsi gelisebilir.
%1-6 kromozom anomalisi,

%35-6 IUGR (fetusta gelisme geriligi)meydana gelebilir (Burgin, 2008).

Tiim gebeliklerin yaklasik %35’ ini kapsayan ve yiiksek derecede risk olusturan
preeklampsi klinik ve oldukca komplike bir hastalik olup, perinatal ve maternal
morbidite ve mortaliteden sorumludur (Duley, 2009). Preeklampsinin
patofizyolojisinde anormal plasentasyon, azalmis plasenta perflizyonu, oksidatif
stres, asir1 inflamatuvar yanitlar ve tekrarli endotelyal disfonksiyon gibi klinik
belirtiler tespit edilmistir fakat bunlarin nasil bir rol oynadigi heniiz tam olarak

aciklanamamustir. (Tamas ve ark.,2009).

1.3.2. Gebelik Doneminde ikili Tarama Testi

10. ve 14. gebelik haftasinda 2 farkli biyokimyasal belirte¢ kullanilarak
yapilan Ozellikle Down Sendromu gibi kromozom bozuklugu olan trizomilerin
saptanmasini saglayan ilk trimester tarama testidir. Erken prenatal tani yonetimine
imkan saglayan ilk trimester tarama testleri 1995 yilindan itibaren uygulanmaya

baslanmis, giinden gline yayginlasarak kullanimia devam edilmistir.

Bu tarama testinde biyokimyasal ve sonografik belirtegler kombine kullanilir.

Maternal serumda pregnancy associated plazma protein A (PAPP-A) ve serbest insan
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koryonik gonadotropini (free BhCG) 6l¢iiliir. Bu dlgiimler ¢oklu ortalama (MOM)
ile ifade edilir. DS gebeliklerde maternal serumda PAPP-A seviyelerinde azalis s6z
konusudur. Gebelik haftasi ilerledikce ikili tarama duyarliligin1 kaybeder en duyarl
hafta 10. haftadir. Kombine taramanin DS yakalama orani yaklasik % 85, yanlis
pozitifligi ise % 5’tir (Wenstrom, 20015).

1.3.2.1. Serbest Beta hCG (f B-hCG)

Serbest Beta hCG, karbonhidrat yan zincirleri tasiyan glikoprotein yapilt bir
hormondur. Plasenta tarafindan glikozillenir ve bdylece bu proteinin yar1 omri
uzatilir. Alfa ve beta subiinitleri mevcuttur. Alfa subiiniti LH, FSH, ve TSH'nin
alfa subiinitleriyle aynidir (Stenman ve ark., 2006). B-hCG sitotrofoblastlardan
salgilanir ve %]1' den daha az1 serbest formda bulunur. (Tanriverdi ve Cmar, 2006).
B- hCG’nin gebelik doneminde en Onemli rolii luteo-plasental shift olana kadar
korpus luteumun fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in gereksinimi olan hormonal

uyar1y1 saglamasidir (Stenman ve ark., 2006).

Gebelik varliginda beklenen regl tarihinde anne kaninda B-hCG 100 IU/L
diizeylerinde iken, 8 ila 10. gebelik haftalar1 arasinda 100.000 TU/L maksimum
konsantrasyondadir. 18 ila 20. gebelik haftalarinda diizeyleri 10.000-20.000 IU/L'ye
kadar diisiis gosterir. Ikinci trimesterde seviyesinin neden diistiigii konusunda
bilinmezlik s6z konusudur. DS’li gebeliklerde, ilk ve ikinci trimesterde serbest -
hCG diizeyleri normal fetiis tasiyan gebeliklere oranla daha yiiksektir (Stenman
ve ark., 2006; Tanriverdi ve Cmar, 2006). DS’li gebeliklerde bu belirtecin MoM
diizeyleri gebelik haftasina gore degiskenlik gosterse de yapilan ¢alismalarda elde
edilen bulgulara gére B-hCG yaklasik 2,0 MoM olarak bildirilmistir (Malone ve
ark., 2001; Zournatzi ve ark., 2008).

1.3.2.2. Pregnancy Associated Plasma Protein-A (PAPP-A)

PAPP-A ,1974’te gebe kadinlarin kaninda yiiksek seviyelerde bulunan ve
plesanta kaynakli oldugu tahmin edilen dort proteinden biri olarak izole edilmistir
(Lin ve ark., 1974). Biyolojik fonksiyonu 25 yil bilinmemesine ragmen bu belirteg

gebelerde Down sendromu taramasinda kulanim alani bulmustur (Wald ve ark.,
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1999). 1990’h yillarda birgcok laboratuvar hiicre kiiltiirlerinde Insulin-like growth
factor binding protein-4 (IGFBP-4) kars1 proteaz yetenegine sahip bir proteindir
(Conover ve ark., 1993; Parker ve ark., 1995).

Lawrence ve ark. 1999°da, IGF’ye bagimli IGFBP-4 proteazinin insan
fibroblast kiiltiir ortamindan izole edildigini ve PAPP-A olarak tanimlandig1 rapor
ettiler (Lawrence ve ark., 1999). Daha ileriki zamanlarda, PAPP-A’nin sadece
gebelikle baglantili olmadig1 ayrica damar diiz kasindan, plesentada trofoblastlardan,
yumurtalikta graniilosa hiicrelerinden ve birgok hiicre tarafindan sentezlenebildigi
gozlendi (Lawrence ve ark., 1999; Giudice ve ark., 2002). DS’li gebeliklerde MoM
degerleri gebelik haftasina gore degiskenlik gostermesine ragmen yapilan
arastirmalarda elde edilen bulgulara gore PAPP-A yaklasik 0,45 MoM olarak rapor
edilmistir (Malone ve ark., 2001 ;Zournatzi ve ark., 2008).

1.3.3. Gebelik Doneminde Dortlii Tarama Testi

15. ile 20. gebelik haftasinda 4 farkli biyokimyasal belirte¢ kullanilarak
yapilan bir ikinci trimester tarama testidir ve Down Sendromu (DS), Trizomi 13
(Patau Sendromu) ve Trizomi 18 (Edwards Sendromu) gibi kromozom
anomalilerinin yam1 swa Noral Tip Defekti (NTD) acisindan da risk

saptanabilmektedir (Discroll ve Gross, 2009).

Trizomi 21'in saptanmas1 maternal serum belirteclerinin test edilmesi ile ilk
defa 1984'de tanimlanmistir (Cuckle ve ark., 1984; Merkatz ve ark, 1984). O
donemden itibaren trizomi 21 i¢in maternal tarama testleri oldukca yaygin
kullanilmaya baglanmistir. Trizomi 18 tamili gebeliklerde AFP, e3, HCG
parametreleri diisiik seviyededir. Uglii test ile (AFP, e3, HCG) ile DS’li bebeklerin
%A40°1 taranamamaktadir. Bu nedenle dort test onerilmektedir (Marcus-Braun ve ark.,

2009).

Tim bu belirtegler, anne yasma baglh riskle kombine edildigi zaman, DS
yakalama orani yaklasik % 65 ve yanlis pozitiflik oranmin % 5 oldugu bildirilmistir.

Yine yakalama orami yaklasik %70’tir. Son yillarda inhibin A’nin da eklenerek
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olusturuldugu dortlii testle DS yakalama oran1 % 80’e ¢ikmistir. DS’li gebeliklerde

inhibin A konsantrasyonlarmin da yiikseldigi bilinmektedir (Kuskucu Cinar, 2010).

Cizelge 1.3. Down Sendromu (DS) tarama testleri ve yakalama oranlar1 (Kuskucu

Cinar,2010)
Tarama testi Yakalama  Yanhs
oram  pozitiflik
(%) (%)
11k trimester
* NT dlgiimii 64-70 5
* NTdolciimii + PAPP-A ve BhCG 82-87 5
Ikinei Trimester
* Uglit Tarama (AFP, hCG, E3) 69 5
e Dirtlii Tarama (AFP, hCG, E3, InhA) 81 5
ilk ve Ikinci Trimester
* Entegre (NT, PAPP-A, dortlil tarama) 04-96 5
* Ardisik
|. Bagimsiz 04-98 8
2. Asamali 95 3-5
3. Tesadiifi 00-95 -5
1.3.3.1. inhibin A

Dimerik inhibin A glikoprotein yapili hormonun dolasimdaki konsantrasyonu

erken gebelikte artar, gebeligin 12.haftasindan sonra ise diiser ve 24.haftaya kadar

diisiik seviyelerdedir (Muttukrishna ve ark., 1995; Birdsall ve ark., 1997). Bundan

sonra konsantrasyon yavas yavas artar ancak iigiincii trimesterde belirgin bir artis

olur (Muttukrishna ve ark., 1995). Fetoplasental {inite gebelikte inhibin A’nin 6nemli

bir kaynagidir (Birdsall ve ark.,1997)

Yapilan ¢alismalarda siddetli preeklampsili kadinlarda maternal serum

inhibin A konsantrasyonlarmimn anlamli kontrollerine gére 10 kat yliksek bulundugu

gosterilmistir (Muttukrishna ve ark., 1995).
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DS taramasina yonelik yapilan retrospektif bir calismada, preeklampsi gelisen
kadinlarda serum inhibin A konsantrasyonun 13-18 hafta arasi yiikseldigi tespit
edilmistir (Muttukrishna ve ark.,2000). DS’li gebeliklerde inhibin A’nin ortalama
1,77 MOM ve iizerinde oldugu bildirilmistir (Malone ve ark., 2001).

1.3.3.2. Alfa Fetoprotein (AFP)

Merkatz ve ark., ilk kez 1984 yilinda maternal serumda diisiik alfa fetoprotein
(AFP) diizeyleri ile Down Sendromu arasinda iliski oldugunu ve bu parametrenin 35
yas altindaki gebe bireylerde DS tarama testinde kullanilabilecek biyokimyasal bir
belirte¢ oldugunu rapor etmislerdir. Serum AFP seviyeleri kromozom anomalilerinin
pek cogunda ve ozellikle DS’1i gebeliklerde esik degerin altinda bir diizeydedir. Bu
diisiik AFP seviyelerinin sebebi net olarak aydinlatilamamasina ragmen fetal hepatik
gelisimin tamamlanamamis olmasinin bir isareti oldugu fikri diisiiniilmektedir.
Serum AFP ve anne yasi parametresi kombine ele alindiginda, 35 yas altindaki
gebelerde DS saptama oran1 % 25-33 iken, yalanci pozitiflik orant % 5 civarindadir

(Marcus-Braun ve ark., 2009).

Biyokimyasal belirteclerin degerleri, ayni gebelik haftasindaki maternal
serumda Olciilen degerlerin ortalamasiyla hesaplanan c¢oklu ortalama (“Multiple of
median”, MoM) seklinde ifade edilir. DS’li gebeliklerde maternal serumda AFP
degeri, ortalama 0,74 MoM’a kadar iner (Malone ve ark., 2001).

1.3.3.3. Beta hCG

Ik olarak 1987°de Bogard ve ark. tarafindan DS’li gebelerde insan koryonik
gonadotropin (hCG) diizeylerinin normal gebelere kiyasla 2-2,5 kat arttigi
bildirilmistir. Bu artigin sebebi heniiz net bir sekilde bilinmese de DS’li gebeliklerde
plasental gelisim yetersizligi olarak diisiiniilmektedir. Ayn1 y1l iginde Wald ve ark.,
77 DS’1i fetus sahibi gebenin ikinci trimesterdaki hCG diizeylerini degerlendirmis ve
hCG ile anne yasi degerlerinin kombine degerlendirmesinde DS’li bebeklerin
yaklagik olarak % 60’min belirlenebilecegini ve yalanci pozitiflik oraninin ise % 6.7
oldugunu bildirmislerdir (Marcus-Braun ve ark., 2009; Onderoglu ve ark., 1996). Bu

gozleme dayali olarak ve gebelik esnasinda AFP diizeyleri artarken hCG diizeyleri
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ayni anda azalmaktadir. DS’li gebeliklerde hCG’nin ortalama 2,06 MoM’un {izerine

¢iktig1 bildirilmistir (Malone ve ark., 2001).

1.3.3.4. Unkonjuge Estriol (uE3)

1988 yilinda Canick ve ark., DS’li gebeliklerde maternal serumda unkonjuge
estriol (E3) seviyesinin de AFP gibi normal gebeliklere kiyasla diisiik oldugunu
bildirmistir ve DS’li gebeliklerde E; ortalama 0,75 MoM veya altindadir (Onderoglu
ve ark., 1996).

1.3.4. ADMA ve Gebelik iliskisi

Gebeligin ilk trimesterinda dolasimda ADMA konsantrasyonlar1 diisiis
gosterir ve bu diisiis ilk trimesterda gdézlenen kan basinci azalisiyla korelesyon
gosterir.  Bu, aym1 zamanda, feto-plasental birim i¢indeki ADMA
konsantrasyonlarinda bir diisiisii de yansitiyorsa, NO {iretimini artiracak ve trofoblast
invazyonu ve sagkalim siiresinin uzamasini tesvik edecektir (Prefumo ve ark., 2008).
Normal bir gebelikte, gebe olmayan kadinlarda bulunan diizeylere kiyasla azalmis
ADMA  seviyeleri  goriilmektedir. Komplikasyonlu gebeliklerde  Ornegin
preeklampside plazma ADMA konsantrasyonlarinin yiikselebilecegi bildirilmistir
(Valtonen ve ark., 2008). ADMA' nin baslica eliminasyon yolu DDAH enzimi
tarafindan karacigerde parcalanmasidir fakat renal hiperfiltrasyon gebelik
esnasindaki diisiik serum ADMA seviyelerinden sorumlu olabilir. DDAH enziminin
bobrek  glomeriillerinde ve tubuluslarinda  oldukca yiiksek diizeylerde
bulunmasindan dolay1 renal hiperfiltrasyonla bobreklere gelen ADMA diizeylerinde

bir azalma gergeklesiyor olabilir (Fliser, 2005).

ADMA konsantrasyonlar1 normal gebelik siiresinde azalmaktadwr, fakat
preeklampsili gebelerde yiikselmektedir. Preeklampsi gelisiminden 6nce ADMA
konsantrasyonlarinin arttigi son zamanlarda yapilan calismalarda gosterilmistir.
Gebelik doneminde erken donemde ADMA seviyeleri yliksek olan kadinlarda
ADMA diizeyleri ile endotelyal disfonksiyon arasinda iliski mevcuttur fakat bu,

kadinlarda yalnizca preeklampsi gelisimi olarak goriilmektedir (Vallance, 2004).
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1.3.5. Homoarjinin ve Gebelik iliskisi

Bugiine  kadar, saghk ve  hastalikta  L-homoarjinin  plazma
konsantrasyonlarmin raporlanmasi ve bunun insan patofizyolojisi ile iligkisine dair
calismalar nadirdir (Valtonen ve ark.,2008). Ilk olarak Valtonen ve arkadaslari
(2008) tarafindan gebelik doneminde ilk ve ikinci trimesterda artmis homoarjinin

plazma konsantrasyonlar1 rapor edilmistir (Valtonen ve ark.,2008).

Gebelikteki yiikselmis L-homoarjinin i¢in bir a¢iklama, L-arjinin’in: dstrojen
tarafindan indiiksiyonundan sonra glisin amidinotransferaz geninin artmis
ekspresyonu olabilir. Normal olarak, maternal Ostrojen konsantrasyonu, hamilelik
sirasinda biiylik Olciide artar ve Ostrojen, L-arjinin glisin amidinotransferaz geninin

ekspresyonunu modiile ettigi gosterilmistir.

Ryan ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada bir hayvan modeli kullanilarak L-
arjinin glisin amidinotransferaz enzimin, rat bobreginde lizinin ornitinin yerini aldigi,
ire donglistine benzer reaksiyonlarda lizini L-homoarjinine doniistiirebildigini
gostermistir (Ryan ve ark., 1969). L-homoarjinin gibi guanidinli amino asitlerin,
proteinlere dahil edildiginde lizinden daha kararli olduklar1 da bilinmektedir.
Guanidinli proteinler ile 1ilgili bir olasilik, L-homoarjininin karaciger ve
bobreklerdeki arginaz tarafindan lizine doniismesi ve boylece lizin eksikliginin

onlenmesidir (Valtonen ve ark., 2008).



38

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Calisma Sekli ve Olgu Secimi

Bu tez calismas1 icin Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 17 Mayis 2016 tarih ve 2016/161 sayili karar1
ile onay alindiktan sonra Selcuk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi’ne yazili bagvuru ile biit¢e destegi talebinde bulunulmustur.

Calismamiz i¢in Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi hastahanesinin Kadin
Dogum Poliklinigi’ne 2016 Mayis ve 2017 Eyliil aylar1 arasinda basvuran ve
muayene sonrasi kendisinden ikili (PAPP-A, serbest BHCG) ve dortlii tarama test
(AFP, mhibin A, HCG, uEs istemi yapilan gebe kadinlardan alnan kanlar
kullanilmistir. Tiim bireyler ¢alismaya goniillii olarak katilmak isteyen kisilerden
secilmistir. Bu hastalardan alinan kanlardan istenen testler calisildiktan sonra kalan
atik serumlar ¢alismamizda kullanilmustir. Ikili test istemi yapilan hastalardan 50
normal, 50 riskli gebe, dortlii test istemi yapilanlardan 50 normal 50 riskli gebe

toplam 200 hasta ¢aligmaya dahil edilmistir.

Calismamizda bilinen herhangi bir kronik rahatsizli§1 (diabetes mellitus,
hipertansiyon, karaciger, bobrek, kalp hastaliklar1 vs.) olmayan bireylerin kan
ornekleri kullanilmistir. Bilinen herhangi bir akut veya kronik rahatsizligi olanlar,
sigara ve alkol kullananlar ile calismaya katilmay1 kabul etmeyenler dislama kriteri

olarak belirlenmistir.

I. Hastalarin cahismaya alinma Kkriterleri;
e Ikili ve dortlii tarama testleri neticesinde taramada pozitif olan ( riskli gebelik
tanist almis)

e Arastirmaya katilmak i¢in goniillii olan saglikli gebeler

I1. Kontrol grubunun ¢alismaya alinma Kriterleri;

e Arastirmaya katilmak i¢in goniillii olan bireyler



Ikili ve dortlii tarama testleri neticesinde taramada negatif olan (normal

gebeler)

I11. Hastalarin ve kontrol grubunun ¢aliymaya alinmama Kriterleri;

Akut ve kronik karaciger hastalig1 olan bireyler

Kronik bobrek yetmezligi olan bireyler (Glomeriiler Filtrasyon Hiz1 60
ml/dk)

Kanser 0ykiisii olan bireyler

Diyabet tiplerine sahip hastalar

Sigara kullanan bireyler

Cogul gebeligi olanlar

Diizenli alkol ve ilag kullanan hastalar

Antiagregan, antikoagulan, antihiperlipidemik ila¢ kullanan bireyler

Hemolizli, lipemik ve bilirtibinemik 6rnek ¢alismaya dahil edilmedi.

2.1.2. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi
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Calismaya alinan bireylerden ilk olarak sabah vendz kan 6rnekleri alinmastir.

Bu alinan kanlar antikoagiilan icermeyen tiiplere alinmis ve santrifiij edilerek

serumlar1 ayrilmistir. Bu bireylerin hekimleri tarafindan istenen testler ¢alisildiktan

sonra bireylerin kalan atik serumlar1 ayrilarak yapacagimiz biyokimyasal analizler

gerceklestirilinceye kadar -80°C’

de saklanmistir. Calismamizda hastalardan,

hekimlerinin istedigi testler i¢in alman kan Orneklerinden baska ekstra kan Ornegi

alinmamustir.

Calismaya kabul edilen bireylerin, poliklinik muayeneleri sirasinda

tespit edilen yas gibi demografik bilgileri, laboratuvar Sl¢iimlerinde tespit edilen

inhibin A, alfafetoprotein, HCG, unkonjuge 6striol, PAPP-A ve serbest f-hCG

degerleri veri kayit formuna kaydedildi.

2.1.3. Kullanilan Reaktif ve Cozeltiler

1) ADMA Standart (Calbiochem, Lot: 311204, US)



2)
3)
4)
S)
6)
7)

8)
9)
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ADMA Internal Standart (d7-ADMA)
Arjinin Standart (Merck, 519- K 538944, Darmstadt Germany)
Homoarjinin Standart [ Sigma: 1483-01-8 (lot: 010M1218V) ]
HCI1 (Merck, K 25039614-814, Darmstadt Germany)
Metanol Metanol [Sigma: 34885-2,5L-R (lot: S2BD126SV ) ]
Asetonitril  (gas chromatography SupraSolv® Merck Katalog. No:
1000172500, Almanya)
[2H7]- ADMA (Medical Isotopes Katalog No: DLM-7476-5, A.B.D)
Formik Asit (98-100% Suprapur® Merck Katalog No: 1116701000,
Almanya)

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

2.1.4. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

1)
2)
3)
4)
S)
6)
7)

8)
9)

Santrifiij (Beckman Coulter AllegraTM X-2212) (ABD)

PH Metre (Radiometer Copenhagen PHM 92 Lab Ph Meter)

Millipore Filtre

Magnetik Bar, Magnetik Karistiric1.

Nuce Erleni

Vorteks (Heidolph, Almanya)

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

Shimadzu LC-20AD system

Tandem MS (ABSCIEX API 3200) (Singapur)

10) HPLC { (SHIMADZU UFLC; DGU-20 A3 (degasser), LC-20 AD (A
pompasi) LC20 AD (B pompasi) ve SIL-20 AC HT (oto sampler) }(

Kyoto,Japonya)

11) Hassas terazi: Sartorius BP 110 S
12) Otomatik pipetler : Eppendorf Resarch 100 — 1000 pL, 20-200 puL

13) Ornek saklama tiipleri: Ependorf marka, 1,5 mL

14) Vakumlu tiipler: 9 mL serum p1ht1 aktivatorlii, Venosafe Marka
15) Derin dondurucu : Sanyo Ultra Low ( -80 ° C)

16) Karistirict: Stuart Scientific Magnetic Stirrer Hotplate.
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Sekil 2.1. Laboratuvarimizda kullandigimiz API 3200 marka kiitle spektrometre
(LC-MS/MS) cihaz1

2.2. Yontem

2.2.1. LC-MS/MS Metoduyla ADMA, Homoarjinin ve Arjinin Analizi

ADMA (Asimetrik Dimetil Arjinin) molekiil agirhigr: 202.26 g.mol™.
Arjinin molekiil agirhg: : 174.204 g.mol™.
Homoarjinin molekiil agirhig: : 188.228 g.mol™.

ADMA, homoarjinin ve arjinin 0&lglimlerinde Di Gangi ve ark.’nin (2010)
yaptiklar1 ¢aligmadaki metot referans alindi, yeni birtakim diizenlemelerle modifiye

edilerek Ol¢liim zamani da kisaltildi.

ADMA, homoarjinin ve arjinin diizeyleri gradient pompa kullanilarak analiz

edildi. Gradient mobil fazlar1 olarak mobil faz A ve mobil faz B hazirlandi.
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2.2.1.1. Mobil Faz A’ nin Hazirlanmasi

1 litre HPLC grade su igerisinden 1 ml ¢ekilip atildi, tizerine 1 ml formik asit

ilave edilerek mobil faz A hazirland:.

2.2.1.2. Mobil Faz B’nin Hazirlanmasi

1 litre metanol icerisinden 1 ml ¢ekilip atildi, {izerine 1 ml formik asit ilave

edilerek mobil faz B hazirland1.

2.2.1.3. Mobil Fazlarn Filtrasyonu ve Degaze Edilmesi

Hazirlanan mobil faz 0,45 pm filtreler kullanilarak filtre edildi. Degaze islemi
su trombu ile saglandi. Musluga bagli olan su trombu bir hortum vasitasi ile nuge
erlenine baglandi. Nuge erleni magnetik karistiricinin tizerine yerlestirildi, magnetik
bar mobil fazin igine kondu ve nuce erleninin agzi tipa ile kapatilarak etrafi
parafilmle sikica sarildi ve boylelikle hava girisi engellendi. Musluk hafifce acilip,
magnetik bar diisiik devirde c¢evrilirken, 1-2 dakika icinde kabarciklar goriilmeye
baslandi. Kabarciklar kaybolunca musluk daha fazla acildi ve karistiricinin devri
artirildi. Hi¢ kabarcik olusumu gozlenmeyene kadar isleme devam edildi, daha sonra

cikarilarak calkalamadan cihazda uygun pompalara hortumlar vasitasiyla baglandu.

2.2.1.4. ADMA Standart Hazirlanmasi

ADMA stok standart soliisyonu (0.5mM) 0.1 M HCI i¢inde hazirlanip
buzdolabinda saklandi. Stok soliisyonunun 0.1 M HCI ile diliisyonuyla standart
soliisyonu (50 uM) hazirlandi. Hazirlanan 50 uM standart soliisyondan 0.1M HCl ile
diliisyonlarla sirasiyla 1,5 uM, 0,75 uM, 0,375 uM, 0,185 uM, 0,0937 uM, olmak
iizere standart ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan standartlar derivatizasyon isleminden
sonra otomatik Ornekleme cihazina konularak 40 pl enjekte edildi. Aliman pik

alanlariyla ADMA standart grafigi olusturuldu.
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2.2.1.5. Arjinin Standart Hazirlanmasi

Arjinin stok standart soliisyonu (1 mM) 0.1 M HCI i¢inde hazirland1 ve
buzdolabinda muhafaza edildi. Stok soliisyonunun .0.1 M HCI ile diliisyonu ile
standart soliisyonu (500 uM) hazirlandi. Hazirlanan 500 pM standart soliisyondan
0.1 M HCl ile diliisyonla sirastyla 250 uM, 125uM, 62,5 uM, 31,25 uM, 15,56, 7,78
uM olmak {izere standart ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan standartlar derivatizasyon
isleminden sonra otomatik 6rnekleme cihazina konularak 10ul enjekte edildi. Alman

pik alanlariyla arjinin standart grafigi olusturuldu.
2.2.1.6. Homoarjinin Standart Hazirlanmasi

Homoarjinin (hArg) stok standart soliisyonu (0.5mM) 0.1 M HCI iginde
hazirland1 ve analizlere kadar buzdolabinda saklandi. Stok soliisyonunun 0.1 M HCI
ile diliisyonu ile standart soliisyonu (50 pM) hazirlandi. Hazirlanan 50 uM standart
soliisyondan 0.1M HCI ile diliisyonlar ile sirasiyla 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0.625
uM, 0.312 uM, 0.156 pM olmak {izere standart ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan
standartlar derivatizasyon isleminden sonra otomatik 6rnekleme cihazma konuldu ve

10 pl enjekte edildi. Alinan pik alanlariyla homoarjinin standart grafigi olusturuldu.
2.2.1.7.Tiirevlestirici Reaktif Hazirlanmasi

Bir cam beher veya erlene 19 ml biitanol konuldu. Uzerine 1 ml asetilklorid

eklenerek tiirevlestirici reaktif hazirlandi.
2.2.1.8. Cozdiiriicii Reaktif Hazirlanmasi

18 ml HPLC grade distile su alinarak bir cam beher veya erlene konuldu.
Uzerine 2 ml metanol eklendi. Bu karisimdan 20 pl cekilip atildi. Uzerine 20 pl

formik asit eklenerek ¢ozdiiriicii reaktif hazirland.
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2.2.1.9. Numune Hazirlanmasi ve Olciimii

Calisma giiniinde -80 °C’de saklanan serumlar es zamanli olarak ¢oziindiikten
sonra Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Metabolizma Laboratuvarmda ADMA ve
homoarjinin diizeyleri Shimadzu LC-20AD system MDS SCIEX(USA)

API 3200 kiitle spektrometre cihazinda analiz edildi.

a. -80 °C’de ependorf tiiplerinde stoklanmis olan serumlar ¢oziinmesi
icin oda sicakliginda bekletildi. Coziinen serumlarin homojenligi

saglamak i¢in 3-5 saniye vorteks edildi.

b. 200 pL serum 6rneginin {izerine 100 uL metanol icerisinde ¢oziilmiis
i¢c standart (d7-ADMA) eklendikten sonra 13000 rpm’de 10 dakika

santrifiij ile ¢oken proteinler uzaklastirild.

c. Siipernatant temiz bir tiipe alinip 60 °C de azot gaz1 altinda uguruldu.

d. Tirevlestirme islemi i¢in taze hazirlanmis 200 pL %5 (v v—1) lik
biitanol/asetil klorid soliisyonu eklenip 60°°C de 20 dakika sicakta
bekletildi. Tekrar 60 °C’de azot gazi altinda solvent uguruldu.

e. Cozdirme islemi %0.1 (v v—1) formik asit igeren 100 uL su—metanol

(90:10, v v—1) ile gergeklestirildi.

f. Analitik kolona 40 pL enjeksiyon yapildi. Bu metodun giin i¢i ve
giinler aras1 degiskenlik (CV) degerleri sirastyla % 8.6 ve % 10.1 idi.

g. Serum ADMA, SDMA, L-NMMA, homoarjinin, arjinin ve sitriilin
diizeyleri1 Shimadzu LC-20AD (Japonya) yiiksek performanslh sivi
kromatografisi ile eslenmis Applied Biosystems MDS SCIEX(USA)
API 3200 marka kiitle spektrometre (LC-MS/MS) cihazinda
elektrosprey iyonizasyon (ESI) teknigi kullanilarak pozitif mod ile

Olciildii. Kromatografik analiz Phenomenex Luna C18 marka kolon ile
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modifiye edilmis bir metot ile gergeklestirildi (D1 Gangi ve ark 2010)

(Sekil 2.2.).
Butyl-ADMA Butyl-ADMA Butyl-Dr—ADMA Butyl-arginine Bum-nca-arginine
mass transition mass transition mass transition mass transition mass transition
250-214 259-70 266-77 -1 237-74
CH3

}

CH
i 32
miz=21
HoN
0
/_/_ i ~ i
HiC HiC
Butyl-SDMA Butyl-SDMA Butyl-MMA Butyl-homoarginine BulyI-D*-homoarginirle
mass transition mass transition mass transition mass transition mass transition
269 -228 25070 245-70 245-84 249-88

CHy

Sekil 2.2. ADMA, SDMA, MMA, L-arjinin ve L-homoarjininin biitillenmis
formlarmin yapilari, fragmanlar1 ve i¢ standartlar D;-ADMA, 13Ce-L-arjinin ve Dy-

L-homoarjinin

(Kiitlesel gecisler, analitlerin protonlanmis formlarina ve fragmanlarina dayanir.
ADMA ve SDMA benzersiz bir parga tiretir(ADMA i¢in m / z = 214 ve SDMA i¢in
m/z = 228), ancak daha yiiksek yogunluklu bir sinyali olan ortak bir parcay1 (m/z =
70) paylasmaktadirlar. Ortak parcanin 6l¢iimii i¢in fragmanin kromatografik ayirimi
sarttir).



2.2.1.10. ADMA Ol¢iimii icin LC-MS/MS Degerleri

Calismada kullanilan LC-MS/MS cihazinda ayarlanan ADMA metot

ozellikleri asagida verilmistir.

Kromatografi i¢in;

Pompa Modu Binary Flow

Total Akis 0.8000 mL/min

Enjeksiyon volume 40.00 uL

Analiz siiresi 5 dk

Kolon Phenomenex Luna C18 colon
Mobil faz A Grade su+1 mL formik asit=1L
Mobil faz B Metanol ve 1 mL formik asit=1L
Kiitle spektrometresi igin;

Ion Source Gasl (GS1) 40.00

Ion Source Gas2 (GS2) 60.00
Ionisation Mode Pozitif

Entrance Potential (EP) 7.5

Collision Cell Exit Potential (CXP) 4.00
Ionspray Voltage (IS) 5500.00
Declustering Potential (DP) 40.00
Collision Gas (CAD) 5.00

Collision Energy (CE) 24.00
Temperature (TEM) 550.00

Q1 Mass 259.300

Q3 Mass 214.000

2.2.1.11. Homoarjinin Ol¢iimii i¢cin LC-MS/MS Degerleri

Calismada kullanilan LC-MS/MS cihazinda ayarlanan ADMA metot

ozellikleri asagida verilmistir. Kromatografi i¢in;

Pompa Modu Binary Flow
Total Flow 0.8000 mL/min
Enjeksiyon volume 40.00 uL

46
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Analiz siiresi 5 dk

Kolon Phenomenex Luna C18 colon

Mobil faz A Grade su+1 mL formik asit=1L
Mobil faz B Metanol ve 1 mL formik asit=1L
Kiitle spektrometresi i¢in;

Ion Source Gasl (GS1) 40.00

Ion Source Gas2 (GS2) 60.00

Ionisation Mode Pozitif

Entrance Potential(EP) 7.5

Collision Cell Exit Potential (CXP) 4.00
Ionspray Voltage (IS) 5500.00
Declustering Potential (DP) 40.00
Collision Gas (CAD) 5.00

Collision Energy (CE) 24.00

Temperature (TEM) 550.00

Q1 Mass 245.200

Q3 Mass 84.200

2.2.2. istatistiksel Analiz

Calismamizdaki tiim istatiksel analizler SPSS (Statistical Package For the
Social Sciences) v21 programi kullanilarak gergeklestirildi. Arastirmamizda
istatistiksel olarak; sonuglarin degerlendirilmesinde %95 giiven araliginda % 5 hata
pay1 dikkate alinarak p<0.05 degeri anlamlilik degeri olarak kabul edildi. Verilerin
degerlendirilmesinde tanimlayic1 istatistikler (ortalama + standart sapma) olarak
sunuldu. Verilerin dagilimi One-Sample Kolmogrov Smirnov testi ile incelendi ve
p>0.05 olmas1 durumunda normal dagilim gosterdigi kabul edildi. Yas, AFP ve uE3
parametrelerinin normallik testinde normal dagilim gdsteren parametrelerdi Normal
dagilim gostermeyen diger veriler i¢in iki grubun kiyaslanmasinda non-parametrik
Mann-Whitney U testi uygulandi. ikiden fazla grubun kiyaslamasmnda Kruskall-
Wallis testi yapildi ve parametreler arasindaki korelasyonlar Spearman korelasyon

testi ile degerlendirildi.



3. BULGULAR

3.1. ADMA’nin Analiz Sonuclari
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LC-MS/MS cihaziyla analiz edilen her bir ADMA standardinin kromatogrami

ve piklerin ¢ikma zamani verilmistir.
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Sekil 3.2. 0,75uM ADMA standart kromatogrami
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Sekil 3.3. 0,375uM ADMA standart kromatogrami
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Sekil 3.4. 0,185uM ADMA standart kromatogrami
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Sekil 3.5. 0,0937uM ADMA standart kromatogrami
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Sekil 3.6. ADMA kalibrasyon grafigi

uM, 0,75 uM, 0,375 uM, 0,185 uM ve 0,0937 uM’lik

standartlarina ait kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 3.6).

konsantrasyonlardaki ADMA standartlari LC-MS/MS cihazinda 6lgiildii ve ADMA
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Sekil 3.7. L-NMMA kalibrasyon grafigi

55 uM, 2,75 uM, 1,375 pM, 0,6875 uM, 0,34375 uM ve 0,178 pM
degerlerinde L-NMMA standartlar1 hazirlandi ve LC-MS/MS cihazinda 6lglimleri
yapildi. Standartlarin konsantrasyon sonuglarmma goére LC-MS/MS cihazinda

kalibrasyon grafigi olusturuldu (Sekil 3.7).
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Sekil 3.8. SDMA kalibrasyon grafigi
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5,5uM, 2,75uM, 1,375uM, 0,688uM, 0,344uM ve 0,172uM miktarlarda
SDMA standartlar1 hazirland1 ve 6l¢iimleri yapildi. Bu standartlara ait konsantrasyon

sonuglarina gére LC-MS/MS cihazinda kalibrasyon grafigi olusturuldu (Sekil 3.8).

[ Oniien 1 (ARGININE] "Lingar TeDUgh ZEr0" REQTEsEIon [ND™ WEIGhINg), y = 0.56 ¥ |F = 1.0000)
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Sekil 3.9. Arjinin kalibrasyon grafigi

250 uM, 125 uM, 62,5uM, 31,125 uM, 15,56uM  ve 7,78 uM
konsantrasyonlardaki arjinin standartlar1 hazirlandi  ve Olgiimler1  yapild.
Standartlarin, konsantrasyon sonuglarina gére LC-MS/MS cihazinda kalibrasyon

grafigi olusturuldu (Sekil 3.9).
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Sekil 3.10. Sitriilin kalibrasyon grafigi

250 pM, 125 uM, 62,5 pM, 31,125 uM, 15,56 pM ve 7,78 uM
konsantrasyonlarda sitriilin standartlar1 hazirland1 ve 6l¢timleri yapildi. Standartlarin,

konsantrasyon sonuglarina gore LC-MS/MS cihazinda kalibrasyon grafigi

olusturuldu (Sekil 3.10).

3.2. Homoarjinin’in Analiz Sonuclan

LC-MS/MS cihaziyla analiz edilen HArg standart kromatogramlar1 ve piklerin

¢tkma zamani verilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. 5 uM, 2,5uM, 1,25uM, 0,625uM homoarjinin standart kromatogrami
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Sekil 3.12. Homoarjinin kalibrasyon grafigi

5 uM, 2,5 uM, 1,25 puM, 0,625 pM, 03125 uM ve 0,156 puM
konsantrasyonlardaki homoarjinin standartlar1 hazirlandi ve o6l¢iimleri yapildi
Standartlarin, konsantrasyon sonuglarmma gére LC-MS/MS cihazinda kalibrasyon

grafigi olusturuldu (Sekil 3.12).

3.3. Istatiksel Analiz Sonuclar

Calismamizda hastahanemizin Kadin Dogum Poliklinigine bagvuran toplam
200 gebe kadm degerlendirmeye alindi. Bu katilimeilar, ikili test istemi yapilan
kontrol grubu (n=50) ve taramada pozitif sonu¢ veren riskli grup (n=50), dortli test
istemi yapilan kontrol grubu (n=50) ve taramada pozitif sonu¢ veren riskli grup

(n=50) olmak iizere birbirinden bagimsiz dort gruba ayrildi.

Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistikler ortalama+standart
sapma seklinde sunuldu. Verilerin dagilimin nasil olduguna karar vermek i¢in One-
Sample Kolmogrov Smirnov testi ile normallige bakild1 ve verilerin dagiliminda p>
0.05 olmasi normal dagilim (homojen) olarak kabul edildi. Yas, AFP ve uE;
parametreleri normallik testinde normal dagilim gosteren parametrelerdi. ADMA,

SDMA, LNMMA, homoarjinin, inhibin A, HCG, PAPP-A, serbest B-hCG, arjinin,
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sitriilin, total metilarjinin, arjinin/ADMA orani, SDMA/ADMA orani normal dagilim

gostermeyen (homojen olmayan) parametrelerdi. Bu parametrelere ait

degerlendirmelerin istatistigi Cizelge 3.1°de verilmistir. Iki bagimsiz grubun
karsilagtirilmasinda kullanilan non-parametrik Mann-Whitney U testi ile gruplar
arasindaki parametrelerin iligkilerine tek tek bakildi. Non-parametrik olan degerler
icin  [medyan  (minimum-maksimum)] seklinde  verilmistir.  Sonuglarin
degerlendirilmesinde. %95 giiven araliginda % 5 hata payr dikkate alinarak p<0.05

anlamlilik degeri olarak kabul edilmistir.

3.3.1. Demografik Verilerin ve Biyokimyasal Ol¢iimlerin Karsilastirilmasi

Cizelge 3.1. Non-parametrik ve parametrik dagilim gosteren parametrelerin gruplar

arasi karsilastirilmasi

4°lii Kontrol 4°lii Riskli 2°li Kontrol 2’li Riskli D
(n=50) (n=50) (n=50) (n=50)
Median Median Median Median
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max)
inhibin -A 190.6 297.0 a=0.000
(pg/ml) (67.0 — 438.0) (165.0- 758.0)
18478.5 30743.0
HCG a=0.000
(mIU/ml) (5929 — 52595) | (11208- 144881)
PAPP-A 2.53 2.25
(mIU/ml) (0.8-9.7) (0.6- 9.9) el
f p-Heg 26.0 34.9
(mIU/ml) (6.4 — 180.6) ©.9-273.7) | £0.063
a=0.001
b=0.000
hArG 2.25 1.47 1.34 0.91 ¢=0.000
(nmol/L) (0.47- 7.07) (0.25- 4.22) (0.44 — 4.76) (0.45-2.71) d=0.598
e=0.001

£=0.001



ADMA
(nmol/L)

SDMA
(nmol/L)

L-NMMA
(nmol/L)

Arginine
(nmol/L)

Citrulline
(nmol/L)

Arginine/
ADMA

SDMA/
ADMA

HArg/
ADMA

0.13
(0.02 — 0.44)

0.14
0.03-0.4)

0.25
(0.10-0.91)

134.5
(13 -494)

40.00
(10- 88)

1109.6
(51.6- 8316.5)

1.03
(0.06 — 7.58)

21.7
(2.80 - 75.6)

0.06
(0.02- 0.17)

0.09
(0.03 — 1.21)

0.22
(0.10 - 0.62)

118.0
(67 —280)

35.20
(10 — 94)

1721.2
(956.3 — 5387.2)

1.37
(0.52 -20.0)

24.3
(7.0 - 65.8)

0.11
(0.02 -0.33)

0.11
(0.05-0.45)

0.15
(0.04 — 0.70)

78.0
37-177)

24.75
(11 -179)

751.5

0.94
(0.38-5.49)

13.3
(1.5- 83.3)

0.09
(0.03 — 0.24)

0.11
(0.05-10.26)

0.15
(0.09 - 0.93)

65.4
(30 -153)

44.85
(13 -122)

714.9

(130.2 — 4666.7) | (263.6 -2494.3)

1.17
(0.40 —7.21)

10.6
(4.0 - 33.0)
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a=0.000
b=0.402
c=0.038
d=0.000
e=0.000
£=0.080

a=0.000
b=0.021
¢=0.071
d=0.026
e=0.015
£=0.729

a=0.088
b=0.000
¢=0.000
d=0.007
e=0.003
£=1.000

a=0.082
b=0.000
¢=0.000
d=0.000
¢=0.000
£=0.012

a=0.726
b=0.013
c=0.084
d=0.018
e=0.029
£=0.000

a=0.002
b=0.007
¢=0.005
d=0.000
¢=0.000
=0.581

a=0.111
b=0.268
c=0.433
d=0.002
e=0.189
£=0.045

a=0.134
b= 0.003
¢= 0.000
d= 0.000
e= 0.000
=0.199
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a=0.000
Total b=0.000
metilarjinin 0.55 0.37 0.40 0.38 ¢=0.000
ler (0.22-1.92) (0.16 — 1.38) 0.17-1.17) (0.20 —1.23) d=0.581
(nmol/L) ¢=0.996
=0.559
Mean +SD Mean +SD Mean +SD Mean +SD

a=0.062
b=0.166
29.62+4.94 28.26+5.109 27.92 +5.04 30.13 £3.65 liash
Yas : : : : : : : : d=0.056
e=0.061
=0.057

AFP _
(IU/ml) 28.04+11.84 22.9049.64 a=0.037
uE3 (ng/ml) 0.73+0.30 0.79+0.44 a=0.111

a= 4’li kontrol-4’1ii riskli, b=4’1ii kontrol-2’li kontrol ¢=4’1ii kontrol-2’1i riskli, d=4’lii riskli-2’1i kontrol, e=4’lii
riskli-2’1i riskli , f= 2’1i kontrol- 2°1i riskli.

Non-parametrik olan degerler igin[medyan (minimum-maksimum)], parametrik olan degerler icin
ortalama+standart sapma (mean+SD) seklinde verildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde %95 giiven araliginda %
5 hata pay: dikkate alinarak p< 0.05 degeri anlamlilik degeri olarak kabul edildi. ADMA(umol/L): Asimetrik
Dimetil Arjinin, SDMA(umol/L): Simetrik Dimetil Arjinin, L-NMMA (umol/L): Né Monometil L-arjinin , hArG
: Homoarjinin, BHCG: Human Chorionic Gonadotropin, PAPP-A: Pregnancy Associated Plasma Protein-A, f -
hCG: Serbest Beta Human Chorionic Gonadotropin, AFP : alfa fetoprotein, uE3 : unkonjuge estradiol.

Cizelge 3.1.°de goriildiigii gibi biyokimya testlerinin ve metilarjininlerin
gruplar aras1 medyan (min-max) ve [ortalama+ standart sapma (X+SD)] ve degerleri

verilmistir.

3.3.1.1.Gruplara Ait Serum Inhibin A, HCG, PAPP-A, f -Hcg, AFP ve uE;

Diizeyleri

Dortlii test istemi yapilan kontrol grubundaki inhibin A degerleri( 196.9+
76.75) dortlii test istemi yapilan riskli gruptaki inhibin A degerlerinden (351.8+
145.8) anlamli olarak diisiiktii (p= 0.000)(p<0.001).
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HCG degerleri dostlii test istemi yapilan kontrol grubunda (20362.7+9186.8)
riskli gruba (36218.84+ 25457.7) gore daha diisiik bulundu ve bu fark istatiksel olarak
anlamliydi (p=0.000)(p<0.001).

PAPP-A seviyeleri bakimindan ikili test istemi yapilan kontrol grubu ve riskli

grup arasinda anlamli herhangi bir farklilik gézlenmedi (p=0.271)(p>0.05).

f B-hCG seviyeleri de ikili test istemi yapilan riskli grupta (48.38+48.8)
kontrol grubuna (36.38+32.35) kiyasla yiiksekti fakat aradaki bu fark istatiksel olarak
anlaml degildi (p= 0.063) (p>0.05).

Dortlii test istemi yapilan kontrol grubundaki bireylerde AFP seviyeleri
(28.04 + 11.84) riskli gruptaki bireylere (22.9+9.64) gore anlamli olarak daha
yliksek bulunurken (p= 0.037), uE; seviyeleri bakimindan her iki grup arasinda
herhangi bir farklilik gozlenmedi (p= 0.111)(p>0.05).

3.3.1.2.Gruplara Ait Serum Homoarjinin Diizeyleri

Dortlii test istemi yapilan kontrol grubunda serum homoarjinin seviyeleri
[2.25(0.47-7.07)] dortlii test istemi yapilan riskli gruptan [1.47(0.25- 4.22], ikili test
istemi yapilan kontrol grubundan [1.34(0.44- 4.76)] ve ikili test istemi yapilan riskli
gruptan [0.91(0.45- 2.71)] anlaml1 derecede yiiksek bulundu (swrastyla p= 0.001, p=
0.000, p= 0.000). Dortlii ve ikili test istemi yapilan riskli gruplardaki bireylerde
serum homoarjinin seviyeleri bu gruplarin kontrollerine gore anlamli derecede
disiiktii (swrastyla p=0.001, p= 0.001). Tiim gruplar arasindaki serum homoarjinin
seviyelerine bakildiginda dortlii test istemi yapilan riskli grup ile ikili test istemi
yapilan kontrol grubu arasinda herhangi bir anlaml fark gézlenmezken (p= 0.598)
diger tiim gruplar arasinda anlamli bir fark s6z konusuydu ve en diisiik homoarjinin
seviyelerininin ikili test istemi yapilan riskli gruba [0.91(0.45- 2.71)] ait oldugu
gorildii (Sekil 3.13.).
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Sekil 3.13. Gruplara ait serum homoarjinin diizeyleri

3.3.1.3.Gruplara Ait Serum ADMA Diizeyleri

Dortlii test istemi yapilan kontrol grubunda serum ADMA seviyeleri
[0.13(0.02- 0.44)], dortlii test istemi yapilan riskli gruba [0.06(0.02- 0.17)] ve ikili
test istemi yapilan riskli gruba [0.09(0.03-0.24)] gore anlamli derecede yiiksek
bulundu (sirastyla p= 0.000, p= 0.038). Yine ikili test istemi yapilan kontrol grubuna
[0.11(0.02- 0.33)] kiyasla yliksek serum ADMA seviyeleri s6z konusuydu fakat
aradaki fark istatiksel olarak anlamli degildi (p= 0.402). Ikili test istemi yapilan
kontrol grubunda riskli gruptan daha yiiksek serum ADMA diizeyleri bulunmasina
ragmen aradaki fark istatiksel olarak anlamli degildi (p= 0.080). Tiim gruplar
arasinda en yiiksek ADMA seviyelerinin dortlii test istemi yapilan kontrol grubuna

ait oldugu goriildii [0.13(0.02- 0.44)] (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Gruplara ait serum ADMA diizeyleri

3.3.1.4. Gruplara Ait Serum SDMA, LNMMA, Arjinin, Sitriilin, Arg/ADMA,
SDMA/ADMA, HArg/ADMA ve Total Metiarjinin Diizeyleri

Ikili test istemi yapilan kontrol grubunda serum SDMA diizeyleri [0.11(0.05-
0.45)] ile ikili test istemi yapilan riskli gruptaki diizeyleri [0.11(0.05-0.26)] arasinda
herhangi bir fark gozlenmezken (p= 0.729), dortlii test istemi yapilan kontrol
grubunda [0.14(0.03-0.4)] dortlii test istemi yapilan riskli gruba [0.09(0.03- 1.21)]
gore anlamli derecede daha yiliksek SDMA diizeyleri bulundu (p= 0.000). Dortli
test istemi yapilan riskli grupta, ikili test istemi yapilan kontrol grubuna ve ikili test
istemi yapilan riskli gruba gore anlamli olarak daha diisiik serum SDMA diizeyleri

saptandi( sirastyla p=0.026, p= 0.015) (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Gruplara ait serum SDMA diizeyleri

Ikili test istemi yapilan kontrol grubunda serum LNMMA diizeyleri
[0.15(0.04-0.70)] ile ikili test istemi yapilan riskli gruptaki diizeyleri [0.15(0.09-
0.93)] arasinda istatiksel olarak herhangi bir fark gdzlenmezken (p= 1.000), dortli
.test istemi yapilan kontrol grubunda [0.25(0.10-0.91)] dortlii test istemi yapilan
riskli gruba [0.22(0.10- 0.62)] gore daha yiiksek LNMMA diizeyleri bulundu fakat
bu fark istatiksel olarak anlamli degildi (p= 0.088). Dortlii test istemi yapilan riskli
grupta, ikili test istemi yapilan kontrol grubuna ve ikili test istemi yapilan riskli
gruba gore anlamli derecede yiiksek serum LNMMA diizeyleri saptandi.(sirasiyla p=
0.007, p= 0.003) (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Gruplara ait serum LNMMA diizeyleri

Dortlii test istemi yapilan kontrol grubunda serum arjinin seviyeleri [134.5(13-
494)] ile dortlii test istemi yapilan riskli gruptaki seviyeleri [118(67- 280)] arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmezken (p= 0.082), ikili test istemi yapilan
kontrol grubu [78(37- 177)] ve ikili test istemi yapilan riskli gruba [65.4(30-153)]
gore anlamli sekilde yiiksekti (sirasiyla p= 0.000, p= 0.000). Dortlii test istemi
yapilan riskli grupta, ikili test istemi yapilan kontrol grubuna ve ikili test istemi
yapilan riskli gruba gore anlamli derecede yiiksek serum arjinin diizeyleri bulundu

(strastyla p=0.000, p= 0.000) (Sekil 3.17).



64

193 A
173
153
133
113

93

Arjinin (umol/L)

73
53
33

13
Dortlii kontrol (n=50) D&rtli riskli (n=50) ikili kontrol (n=50) ikili riskli (n=50)

Sekil 3.17. Gruplara ait serum arjinin diizeyleri

Dortlii test istemi yapilan kontrol grubunda serum sitriilin seviyeleri [40(10-
88)], dortlii test istemi yapilan riskli gruba [35.2(10- 94)] kiyasla yiikksek bulundu
fakat aradaki bu fark istatiksel olarak anlamli degildi ( p= 0.726) ikili test istemi
yapilan kontrol grubunda ise sitriilin seviyeleri [24.7( 11- 179)] ikili test istemi
yapilan riskli gruba| 44.8( 13- 122)] gore anlamli sekilde diisiiktii (p= 0.000). Dortlii
test istemi yapilan riskli gruptaki sitriilin seviyelerinin ikili test istemi yapilan riskli

gruptakinden anlamli sekilde diistik oldugu gozlendi (p= 0.029)( Sekil 3.18).

Sitriilin (umol/L)

Dortlii kontrol D&rtli riskli ikili kontrol ikili riskli (n=50)
(n=50) (n=50) (n=50)

Sekil 3.18. Gruplara ait serum sitriilin diizeyleri
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Dortlii test istemi yapilan kontrol grubunda serum Arjinin/ADMA degerleri
[1109.6 (51.6- 8316.5)] dortlii test istemi yapilan riskli gruba[1721.2(956.3- 5387.2)]
kiyasla anlamli sekilde diisiik bulundu (p=0.002). Ikili test istemi yapilan kontrol
grubu [751.5(130.2- 4666.7)] ve riskli gruba [ 714.9(263.6- 2494.3)] kiyasla ise daha
yiiksek serum Arjinin/ADMA degerleri s6z konusuydu( sirastyla p=0.007, p=0.005).
Ikili test istemi yapilan riskli gruptaki serum Arjinin/ADMA degerleri ikili test
istemi yapilan kontrol grubu degerlerine goére daha diisiik bulundu fakat bu fark

istatiksel olarak anlamli degildi (p=0.581) ( Sekil 3.19).

2551,6

2051,6
1551,6
1051,6
551,6 ﬁ
51,6

Dortli kontrol  Dortli riskli (n=50) ikili kontrol (n=50) ikili riskli (n=50)
(n=50)

Arjinin/ ADMA orani

Sekil 3.19. Gruplara ait serum Arjinin/ADMA orani diizeyleri

Dortlii test istemi yapilan riskli gruptaki SDMA/ADMA orani diizeyleri [1.37
(0.52- 20.0)], ikili test istemi yapilan kontrol grubuna kiyasla [0.94 (0.38- 5.49)], ikili
test istemi yapilan kontrol grubunda ikili test istemi yapilan riskli gruba kiyasla
anlaml sekilde yiiksek bulundu. (sirasiyla p= 0.002, p= 0.045). Dortlii test istemi
yapilan kontrol grubu ve ikili test istemi yapilan kontrol grubu arasinda, dortli test
istemi yapilan kontrol grubu ile ikili test istemi yapilan riskli grup arasinda ve dortlii
test istemi yapilan riskli grup ile ikili test istemi yapilan riskli grup arasinda SDMA
diizeyleri bakimindan anlamli herhangi bir fark gozlenmedi (swrasiyla p=0.268,

p=0.433, p=0.189) (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. Gruplara ait serum SDMA/ADMA orani diizeyleri

Dortlii test istemi yapilan kontrol grubunda HArg/ADMA degerleri [21.7

(2.80—75.6)] dortlii test istemi yapilan riskli grup degerleri [24.3(7.0— 65.8)] arasinda

anlamli bir fark gozlenmezken (p=0.134), ikili test istemi yapilan kontrol grubu

degerleri [13.3(1.5-83.3)] ve ikili test istemi yapilan riskli grup degerlerine

[10.6(4.0-33.0)] kiyasla anlamli olarak yiiksekti (swrasiyla p=0.003, p=0.000)

(p<0.001). Dortlii test istemi yapilan riskli grupta, ikili test istemi yapilan kontrol ve

riskli gruplara gore daha yliksek HArg/ADMA diizeyleri gozlendi (sirasiyla p=0.000,

p=0.000). Ikili test istemi yapilan kontrol ve ikili test istemi yapilan grup degerleri

arasinda ise anlamli herhangi bir farklilik saptanmadi. (p=0.199) (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Gruplara ait serum HArg/ADMA oram diizeyleri

Dortlii test istemi yapilan kontrol grubunda total metilarjinin degerleri
[0.55(0.22 — 1.92)] dortlii test istemi yapilan riskli grup degerlerinden [0.37(0.16-
1.38)], ikili test istemi yapilan kontrol grubu degerleri [0.40(0.17 — 1.17)] ve ikili test
istemi yapilan riskli grup degerlerinden [0.38(0.20 — 1.23)] anlamli olarak yiiksek
bulundu (sirastyla p= 0.000, p= 0.000, p=0.000) (p<0.001). Dortlii test istemi yapilan
riskli grup ile ikili test istemi yapilan kontrol grubu ve riskli grup arasinda ve yine
ikili test istemi yapilan kontrol grubu ve riskli grup arasinda total metilarjinin
diizeyleri acisindan herhangi bir anlamli farklilik gozlenmedi (swrasiyla, p= 0.581,

p=0.996, p= 0.559) (p>0.05) (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. Gruplara ait serum total metilarjinin diizeyleri

Cizelge 3.2. Yas, AFP(IU/ml), Inh-A (pg/ml), HCG (mIU/ml), uE3 (ng/ml)
parametrelerinin korelasyonu

AFP
(IU/ml)
inhA
(pg/ml)

HCG
(mIU/ml

uE3
(ng/ml)

HArg
(nmol/L)

ADMA
(nmol/L)

SDMA
(nmol/L)

AFP(IU/ml) inh-A(pg/ml) (mfllgfnl) uE3(ng/ml)
r p r p r p r p r p

NS

NS

NS

NS

-0.295"

NS

NS

NS

NS

*

0.000

*

-0.267" 0.000

NS

NS

NS

NS

NS

0.318™

NS

NS

NS

NS

NS

NS

0.002

NS

NS

NS

NS

NS

0.447"

NS

-0.288™

-0.352"

-0.246"

NS

NS

0.000

NS

0.005

0.001

0.018

NS

0.447"

NS

NS

NS

-0.261"

NS

NS

0.000

NS

NS

NS

0.012

NS

0.318™

NS

NS

NS

NS

NS

NS

0.002

NS

NS

NS

NS

NS

NS
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L-
NP -0.158° | 0.033 NS NS NS NS NS NS NS
(nmol/L)
Sitrilin .

0.202 0.006 NS NS NS NS NS NS NS
(nmol/L)
Arjinin/ NS NS NS NS | 0228 | 0.028 | 0.213° | 0.041 NS
ADMA . : . :

0.199™ 0.007 NS NS NS NS NS NS NS
Total
EUERUN 0258 | 0.000 | NS NS | 0250 | 0.016 | NS NS NS
ninler
(nmol/L)

NS: Onemli degil

Korelasyon degerlendirmesinde korelasyon katsayisi(r);

r: 0.00-0.24 aras1 zayif,

r:0.25—0.49 arasi orta,

1:0.50-0.74 aras1 giicl,

1:0.75-1.00 aras1 ¢ok giiclii iliski oldugu goriilmektedir (Stimbiiloglu 1978).

*p<0,05: Anlamli **p<0,001: ileri derecede anlamh.. ADMA(umol/L): Asimetrik Dimetil Arjinin,
SDMA(umol/L): Simetrik Dimetil Arjinin, L-NMMA (umol/L): NG Monometil L-arjinin , hArG : Homoarjinin,
BHCG: Human Chorionic Gonadotropin, PAPP-A: Pregnancy Associated Plasma Protein-A,f B-hCG: serbest
beta Human Chorionic Gonadotropin, AFP : alfa fetoprotein, uE3 : unkonjuge estradiol.

Cizelge 3.2’ de goriildiigli gibi gruplarda yas, sitriilin (r= 0.202", p=0.006)
ve SDMA/ADMA orani ( 1= 0.199",p= 0.007) ile giiclii pozitif korelasyon, ADMA
(r=-0.267"", p=0.000), HArg (r= -0.295"", p=0.000),ve totalmetilarjinler ile ise (r=
-0.258", p=0.000) giiclii negatif bir korelasyon gdsterdi.

7,25 - TS y = -0,0526x + 3,4956

R2=0,0618
6,25 - 2

505 1 * * e ¢  p=0000 r=-0.295
4,25
3,25

2,25

Homoarjinin (umol/L)

1,25

0,25

Sekil 3.23. Yas ve Homoarjinin arasindaki korelasyon grafigi

NS

NS

NS

NS

NS
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Yine diger metilarjinin tiirevlerinden LNMMA (r= -0.158", p=0.033) ile de

yas arasinda zayif negatif bir iliski saptandi.

Bulgularimiza gore, dortlii test istemi yapilan gruplarda serum AFP
seviyeleri, uE3 (r= 0.318", p=0.002) ile gicli pozitif bir korelasyon
gostermekteydi.

Dortlii test istemi yapilan gruplarda serum Inhibin-A seviyeleri, HCG (r=
0.447", p=0.000) ile giiclii pozitif bir korelasyon ve Arjinin/ADMA orani (r=
0.228", p=0.028) ile zayif pozitif bir korelasyon gosterirken (Sekil 3.24), serum
HArg (r=-0.288"", p=0.005) (Sekil 3.25) ve serum ADMA (r=-0.352"", p=0.001) ile
giiclii negatif bir korelasyon gosterdi (Sekil 3.26).

8051,6 ¢ y =2,7693x +1220,2
R? = 0,064
7051,6 p=0.028 r=0.228
§ 60516 <
> &
g 5051,6 ~ ohe @
S “ @
< 40516 - .
~ &
£ 30516 | .0 4 .4 ¢ ¢
= ’ ‘ L4 'Y
< L 2
2051,6 ‘ \AS s .
%
L ‘0 TS
1051,6 000 0, Lo >
N 2 o
s16 | ® P o _ 4 * _ _ _
65 165 265 365 465 565 665
inhibin A (pg/ml)

Sekil 3.24. Inhibin-A ve Arjinin/ADMA orani arasindaki korelasyon grafigi
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- y=-0,0033x+3,1514
6,25 ‘ . <& R?*=0,0877
’0 S
5,25 1 * o p= 0.000 r=-0.288

Homoarjinin (umol/L)

67 167 267 367 467 567 667
inhibin A (pg/ml)

Sekil 3.25. Inhibin-A ve Homoarjinin arasindaki korelasyon grafigi

0,47 - y=-0,0002x+0,1724
'S ¢ R?=0,1175
0,42 -

0,37 4
0,32 p=0.001 r=-0.352
0,27 -

0,22

ADMA (pmol/L)

0,12 -
0,07

0,02 : i
67 167 267 367 467 567 667
inhibin A (pg/ml)

Sekil 3.26. Inhibin-A ve ADMA arasindaki korelasyon grafigi

Yine SDMA (r= -0.246", p=0.018) ve Total metilarjininler (r= -0.250"
p=0.016) ile de Inhibin-A arasinda zay1f negatif bir iliski sz konsuydu (Sekil 3.27).
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Sekil 3.27. inhibin-A ve Total metilarjininler arasindaki korelasyon grafigi

Dortlii test istemi yapilan gruplarda serum HCG ile serum ADMA (r= -
0.2617, p=0.012) seviyeleri arasinda zayif negatif bir korelasyon gdzlenirken,

Arjinin/ADMA orani (r= 0.213", p= 0.041) ile zayif pozitif bir korelasyon bulundu.

Cizelge 3.3. f B-hCG, HArg(umol/L), ADMA(pmol/L), SDMA(pmol/L), L-NMMA

(umol/L) parametrelerinin korelasyonu

f p-hCG HArg(umol/L) ADMA SDMA L-NMMA
(mIU/ml) gln (nmol/L) (nmol/L) (nmol/L)
r p r p r p
-0.267" | 0.000 NS NS -0.158" | 0.033
-0.352" | 0.001 | -0.246" | 0.018 NS NS
HCG .
(mIU/ml) -0.261" | 0.012 NS NS NS NS
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hArG NS NS NS NS 0.309” | 0.000 | 0.360" | 0.000 | 0.332" | 0.000
(nmol/L)
ADMA NS NS 0.309” | 0.000 NS NS | 0.449™ | 0.000 | 0.164" | 0.026
(nmol/L)
S N NS NS 0.360” | 0.000 | 0.449" | 0.000 NS NS 0.194” | 0.009
(nmol/L)
Al Ly 0.214" | 0.042 | 0.332" | 0.000 | 0.164" | 0.026 | 0.194™ | 0.009 NS NS
(nmol/L)
NS NS 0.539” | 0.000 | -0.572"" | 0.000 NS NS 0.168" | 0.023
AT NS NS | 0471 | 0.000 NS NS | 0.147° | 0.047 | 0377 | 0.000
(nmol/L)
Arjinin/ Sy NS NS NS | -0.720 | 0.000 | -0.218" | 0.003 NS NS
ADMA =-V. . =V. .
NS NS NS NS | -0.624™ | 0.000 | 0.313" | 0.000 NS NS
Total
met:lll“;:]““ NS NS | 0.476" | 0.000 | 0.610™ | 0.000 | 0.648 | 0.000 | 0.721 | 0.000
(nmol/L)

Ikili test istemi yapilan gruplarda serum f B-hCG’nin metilarjinin
tiirevlerinden sadece LNMMA (r= 0.214", p=0.042) ile zayif pozitif korelasyon

gosterdigi gozlendi.

Serum HArg seviyelerininn ADMA (r= 0.309", p=0.000)(Sekil 3.28) |,
SDMA (r= 0.360", p=0.000), LNMMA (r= 0.332"", p=0.000), HArg/ADMA oran1
(r= 0.539", p=0.000), Arjinin (r= 0.471", p=0.000) ve total metilarjininler (r=
0.476", p=0.000) ) ile arasinda giiclii pozitif bir korelasyon bulundu.
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Sekil 3.28. Homoarjinin ve ADMA arasindaki korelasyon grafigi

Korelasyon grafiginde gosterildigi gibi HArg ve ADMA(r= 0.309"", p=0.000)
arasinda artan bir korelasyon bulundu. HArg tiim metilarjinin tiirevleriyle pozitif

giiclii bir 1liski gosterdi.

ADMA degerleri ise, SDMA (r=0.449"", p=0.000), ve total metilarjininler ile
(r=0.610"", p=0.000) ile giigli pozitif iliski gosterirken, LNMMA (r= 0.164°, p=
0.026 ) ile zayif pozitif korelasyon, HArg/ADMA orani (r= -0.572", p=0.000),
arjini/ADMA oram (1= -0.720"", p=0.000) ve SDMA/ADMA orani (r= -0.624
p=0.000) ile giicli negatif korelasyon gosterdi.

SDMA degerleri, LNMMA (1=0.194", p=0.009), SDMA/ADMA orani
(0313, p=0.000) ve total metilarjininler (r=0.648"", p=0.000) ile giiclii pozitif
korelasyon gosterirken, arjinin (r=0.147, p=0.047) ile arasinda zayif pozitif bir
korelasyon, arjinin/ADMA oram (r= - 0.218", p=0.003) ile de giiclii negatif bir

korelasyon bulundu.

LNMMA degerleri ise, HArg/ADMA oram (1= 0.168", p=0.023) ile zay1f
pozitif korelasyon, arjinin (r=0.377**, p=0.000) ve total metilarjinin (r=0.721**,
p=0.000) degerleri ile de gii¢lii pozitif korelasyon gosterdi.
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Cizelge 3.4. Arjinin (umol/L), Arjinin/ADMA, SDMA/ADMA, HArg/ADMA, ve

total metilarjininler (umol/L), parametrelerinin korelasyonu

e e Total
Arjinin Arjinin/ADMA SDMA/ADMA | HArg/ADMA | metilarjininler
(nmol/L)
(nmol/L)
r p r p r p r p r p
NS NS NS NS 0.199" 0.007 NS NS | -0.258" | 0.000
NS NS 0.228" 0.028 NS NS NS NS | -0.250"" | 0.016
AL NS NS 0.213" 0.041 NS NS NS NS NS NS
(mIU/ml)
— 0.471" | 0.000 NS NS NS NS 0.539” | 0.000 | 0.476™ | 0.000
(nmol/L)
AL NS NS | -0.720" | 0.000 | -0.624" | 0.000 [ -0.572"" | 0.000 | 0.610™ | 0.000
(nmol/L)
S N 0.147° | 0.047 | -0.218™ | 0.003 0.313" 0.000 NS NS 0.648"" | 0.000
(nmol/L)
LALALE 0.3777 | 0.000 NS NS NS NS 0.168" | 0.023 | 0.721™ | 0.000
(nmol/L)
0.339” | 0.000 | 0.675" 0.000 0.552" 0.000 NS NS NS NS
Arjinin NS NS | 0.605" | 0.000 NS NS 0.339” | 0.000 | 0.294 | 0.000
(nmol/L)
Arjinin/ S R NS NS 0.561" | 0.000 | 0.675" | 0.000 | -0.254" | 0.001
e . . . . . . . .
NS NS 0.561"" 0.000 NS NS 0.552" | 0.000 NS NS
Total
met:llli?'“' 0.294" | 0.000 | -0.254” | 0.001 NS NS NS NS NS NS
(nmol/L)
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Cizelge 3.4’de goriildiigii gibi Arjinin degerleri ile HArg/ADMA orani
(r=0.339"",p= 0.000)(Sekil 3.29), Arjini/ADMA orani (r=0.605"", p=0.000) ve total
metilarjininler (r=0.294**, p= 0.000) arasinda gii¢lii pozitif korelasyon bulundu.

460 y=1,0276x+90,783
R?=0,0496
410 * IS r=0.339 p=0.000

360
310
260
210

Arjinin (umol/L)

160

110

60

10

HArg/ ADMA oran

Sekil 3.29. Homoarjinin/ADMA orani ve arjinin arasindaki korelasyon grafigi

Arjini/ADMA orani ise, SDMA/ADMA orani (r=0.561", p= 0.000) ve
HArg/ADMA orani (r=0.675 ", p=0.000)(Sekil 3.30) ile giiclii pozitif korelasyon
gosterirken, total metilarjininler (r= - 0.254", p=0.001) ile gii¢lii negatif korelasyon

gosterdi.
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Sekil 3.30. Homoarjinin/ADMA orani ve Arjinin/ADMA orani arasindaki

korelasyon grafigi

HArg/ADMA orant ile SDMA/ADMA orant (r=0.552"", p= 0.000) arasinda
giiclii pozitif korelasyon gozlendi (Sekil 3.31).

20 - *
y =0,0377x+0,7932
r= 0.552 p= 0.000 R?=0,0988
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Sekil 3.31. Homoarjinin/ADMA oran1t ve SDMA/ADMA orani arasindaki

korelasyon grafigi
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4. TARTISMA

Bu calisma, gebeligin ikinci trimesterinde (dortlii tarama testi yapilan gruplar)
maternal L-homoarjinin ve L-arjinin konsantrasyonlarmin arttigin1 gostermistir.
Ayrica, L-homoarjinin konsantrasyonu, endotelyal disfonksiyon gostergesi olan
Inhibin-A ile iligkiliydi. Yani gebelik komplikasyonlar1 agisindan risk arttikca L-
homoarjinin diizeyleri azalmaktayda.

Bu bulgular, L-homoarjininin normal gebelikte, endotele bagh vazodilatasyon
ile iliskili olabilecek biyolojik bir islevi oldugunu diisiindiirmektedir. Maternal L-
homoarjinin konsantrasyonu ile ADMA konsantrasyonu arasinda bulmus oldugumuz
iliski de L-homoarjininin fizyolojik konsantrasyonunda ADMA’nm kilit bir
diizenleyicisi olmasi olasiligini diisiindiirmektedir.

Vaskiiler tonus ve saglikli yapinin siirdiiriilmesinde ¢ok énemli bir rolii olan
endotel hiicrelerde fonksiyon bozuklugunun aterosklerotik siirecin baslangicini
olusturdugu fikri benimsenmistir. Endotel disfonksiyonunun major nedeni, L-
argininden NOS aracilifiyla sentezlenen nitrik oksitin tiretimindeki azalmadir. eNOS
inhibitérii olan ADMA’nin endotel disfonksiyon ve koroner kalp hastaliginda
oldukca yeni bagimsiz bir risk faktorii oldugu fikri ileri siiriilmiistiir (Tuncer, 2008).

Ozellikle son yillarda yapilan ¢alismalarda preeklampsi gelisiminden evvel
ADMA seviyelerinde bir artis gézlendigi rapor edilmistir. Gebelik siiresinde erken
donemde ADMA diizeyi yiiksek olan kadinlarda endotelyal disfonksiyon ile ADMA
seviyesi arasinda iliski vardir ve bu, kadmlarda preeklampsi gelisiminde Ongorii
saglayabilir. (Vallance ve Leiper, 2004).

ADMA seviyeleri normal gebelik esnasinda azalir ve ilk trimestrin sonunda
minimuma ulasir, daha sonra gebelik yasinin artisiyla birlikte diizeyleri artar. Fakat
gebelik doenminde ADMA konsantrasyonlarmin diisiik oldugu ve gebelik haftalar1
arasinda herhangi bir fark olmadig1 yoniinde ¢aligmalar da mevcuttur (Alagam,2008).

Gebelik boyunca maternal sistemik vaskiiler fonksiyon degisiklik gdsterir.
Uterin kan akisinda ve kardiak outputta artis goriiliir iken kan basinci ve periferal
direng azalir. Deneysel ve klinik ¢alismalarla elde edilen kanitlar artan NO sentezinin
gebelikte maternal vaskiiler adaptasyonun 6nemli bir kismidan sorumlu oldugunu

gostermistir ( Sladek ve ark., 1997 ;Williams ve ark.,1997).
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Preeklampsi ve ADMA iligkisi ilk olarak 1993 yilinda Fickling ve arkadaslar1
tarafindan gosterilmistir. Preeklampsili hastalardaki ADMA diizeylerinin, saglikli
gebe kadinlara gore anlamli sekilde daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Fickling
ve ark., 1993).

Savvidou ve arkadaslari ADMA’nin yiiksek plazma konsantrasyonlarinin
preeklampsi goriilmeden Once olustugu ve preeklampsi gelisimine sebep oldugu
hipotezini test etmislerdir. Sonugta preeklampsi gelisen kadinlarda maternal endotel
fonksiyonlarmin bozuldugunu ve bu diisiisiin klinik belirtilerin gelismesinden dnce
oldugunu goézlemlemislerdir. Bu c¢alismada, daha sonra preeklampsi gelisen
kadinlarda ilk trimesterde ADMA diizeyleri ylikselmistir; bu faktoriin gebeligin
erken doneminde yararli bir prediktif belirte¢c saglayabilecegini gostermektedir.
Preeklampsinin gelistigi kadinlarda maternal endotelyal fonksiyonun bozuldugunu
gozlemlemislerdir. Bir¢cok calisma, preeklampsi gelisen kadinlarin hayatin ilerleyen
doneminde artmis kardiyovaskiiler komplikasyonlar olusturma riski tasidiklarini ileri
stirmiistiir. Maternal endotel disfonksiyonu, yerlesmis preeklampsinin bir 6zelligidir,
ancak bunun, bozuklugun bir nedeni veya sonucu olup olmadigi belli degildir
(Savvidou ve ark., 2003).

Kim ve arkadaglar1 2006 yilinda yaptiklar1 ¢calismada L-arjinin ADMA ve
SDMA plazma konsantrasyonlarmi HPLC ile 6lgmiis ve preeklamptik gebelerde
normal gebe kadinlara gore L-arjinin seviyelerini dnemli 6l¢iide diisiik bulmuglardir.
Fakat ADMA ve SDMA seviyeleri arasinda, normal ve preeklamptik gebeler
arasinda anlamli herhangi bir degisiklik  saptamamislardir. Preeklampsinin
gelisiminde azalmig L-arjinin diizeylerinin, artmis ADMA diizeylerinden ¢ok daha
etkili oldugunu iddia etmislerdir ( Kim ve ark.,2006).

Tamas ve arkadaslar1 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; hastalar1 klinik
semptomlarin gorildigii (hipertansiyon + proteiniiri) gebelik yasmna gore(<34 vs.
>34) kategorize etmisler ve L-arjinin, ADMA, SDMA, MMA seviyelerini LC-
MS/MS ile Olgmiislerdir. Saglikli gebelere gore preeklamptik gebelerde plazma
ADMA ve MMA seviyelerini 6nemli 6l¢iide yliksek bulmuslardir (p<0.002). Erken.
-baglangic ve gec¢ —baslangic preeklampsili hastalar arasinda ADMA ve SDMA
parametreleri agisindan anlamli bir fark tespit edilmemistir (Tamas ve ark., 2013).

Prefumo ve arkadaslar1 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada gebe kadinlarda ilk

trimesterda uterin arter direnci ile maternal serum ADMA diizeyleri arasinda iliskiyi
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arastrmiglardir. 21°1 yiiksek arter direnci ve 19’u kontrol grubu olan 40 gebelik
incelemislerdir. Preeklampsi olusan 3 vaka da yiiksek arter direngli grupta yer
almaktaydi. Ortalama maternal serum ADMA seviyelerini kontrol grubunda
0.93(%56) pmol/L, yiiksek arter direncli grupta 0.78(%44) pmol/L olarak
bulmuslardir (p=0.17). Maternal serum ADMA ile uterin arter direnci arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (r=-0.15, p=0.36)(Prefumo ve ark.,
2008).

Kardiyovaskiiler sistem iizerine pek ¢ok diizenleyici fonksiyonu olan
molekiilii (NO) inhibe etmesi sebebiyle ADMA, 6zellikle son yillarda {lizerinde sik
arastirma yapilan molekiillerden biri haline gelmistir. Literatiire bakildiginda ADMA
sentezinde ve yikiminda rol oynayan enzimlerin ¢esitli hastaliklarda aktivitelerinin
degistigi goriilmektedir. Bir kisim hastaliklarin ADMA diizeylerinde artisa PRMTI
aktivitesini artirip sentezini artirarak; bir kisminin da ADMA yikimimni azaltarak
sebep oldugu dikkat ¢cekmektedir. Ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar olmak iizere
bircok hastalikta “bir belirte¢ olabilir mi” sorusuna cevaplar aranmaya devam
edilmektedir. Buna ilaveten endotel disfonksiyonuna sebebiyet vermesi ve pek ¢ok
hastaligin patogenezinde endotel disfonksiyonun son derece onemli olmasi, yakin
gelecekte de ADMA ve diger metillenmis arjinin tiirevleri hatta homoarjinin iizerine
calismalarin devam edecegine isaret etmektedir (Alacam, 2008).

Yapilan bir¢ok caligmada, gebeligin Ozellikle 3.trimesterda preeklampsili
gebelerde maternal serum ADMA konsantrasyonlar1 anlamli olarak daha yiiksekti
(Fickling ve ark., 1993; Holden ve ark., 1998; Petterson ve ark.,1998; Ellis ve
ark.,2001). Bununla birlikte, Kolombiya, Kore ve Hollanda'nin yakin tarihli
raporlarinda bu bulgular dogrulanmadi. Bu farkliliklarin agiklamasi bilinmemekle
birlikte, baz1 durumlarda etnik kdken, cografi konum ve beslenme durumu arasindaki
farkliliklar, hastalik siddeti ve maternal bobrek / karaciger tutulumunun kapsami
gibi faktorlerle birlikte onemli rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Valtonen ve arkadaslar1 2009 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda gebe
olmayan kadinlara kiyasla (0.57+0.07) gebeligin erken donemlerdeki bireylerde
(0.53 £ 0.06) azalmis ADMA konsantrasyonlar1 rapor etmisler ve buna bagh olarak
NO’in artisimin plasental perflizyonun bozulmamasinin ve fetusun normal biiyiime ve
gelismesinin altinda yatan mekanizmalardan biri oldugu fikrini benimsemislerdir.

Bizim de c¢alismamizda buldugumuz gebe gruplarindaki tim ADMA
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konsantrasyonlar1 refere edilen c¢aligmalardaki gebe olmayan bireylerdeki
konsantrasyonlardan [(0.93 pmol/L(Prefumo ve ark.,2008), diisiik bulunmus ve bu
arastirmacilarin elde ettigi serum ADMA diizeyleri ile kesin olmamakla beraber
benzerlik gosterdigi disiiniilmektedir. Ayni arastirmaci grubu tarafindan 2008
yilinda yapilan ¢alismada, L-arjinin, L-homoarjinin ve ADMA seviyeleri HPLC ile
Olgiilmiis ve gebe olmayan kontrol grubunda (n=61) serum L-homoarjinin
konsantrasyonlar1 1.trimester (n=13) (3.1£1.4)umol/L 2.trimester(n=22)(4.8%1.7)
umol/L ve 3.trimesterdaki(n=23) (5.3£1.5) umol/L gebe gruplarma kiyasla anlamli
sekilde diisiik bulunmustur. L-homoarjinin konsantrasyonu gebelik yas1 ile anlamli
bir korelasyon gostermistir.(r = 0.426, p = 0.001)

Bu arastirma grubunun gozlemlerine gore, gebelik sirasinda L-homoarjinin
konsantrasyonunun ardindaki mekanizma heniiz belirsizdir ancak mevcut sonuglar,
gebe olmayan bir kadinda 6pumol / L'yi asan bir L-homoarjinin konsantrasyonunun
yiiksek olabilecegini, buna karsilik gebe bir kadinda bdyle bir konsantrasyonun
yaygin oldugunu gostermektedir. L-arjinin diizeyleri de, gebe olmayan grupta
(100.6+17.1) 1.2. ve 3.trimesterdaki diizeylerinden daha yiiksek bulunmustur
(srrastyla 87.1+11.5 , 97.2+17.2, 94.7+16.1). ADMA seviyeleri ise kontrol grubunda
0.57£0.07 pmol/L olarak ol¢iilmiis ve gebelikte 1.,2. ve 3. trimesterdaki diizeylerine
gore daha yiiksek konantrasyonlarda oldugu rapor edilmistir. Gebelik trimesterlar1
arasinda(l.2.ve 3.trim.) ise ADMA seviyeleri benzer diizeylerde bulunmus ve
herhangi bir farklilik saptanmamistir (sirasiyla 0.51£0.08, 0.514+0.07, 0.5140.06
pmol/L). NOS'un NO iiretiminin bir gdstergesi olan L-arjinin / ADMA orani, tim
trimesterlerde degismeden kalmistir. ADMA'nm indirgeyici enzimi DDAH’ in bir
indeksi olan SDMA/ADMA orani, , birinci ve {i¢lincii trimesterdeki oranla
kiyaslandiginda ikinci trimesterde istatistiksel olarak anlamli bir artis gdstermistir
(p<0.05) (Valtonen ve ark.,2008).

Calismamizda ise L-arjinin/ADMA orani ikili tarama testi yapilan gruplarda
(1.Trimester), dortlii tarama testi yapilan (2.Trimester) gruplara gore anlamli
derecede diisiik seviyedeydi. SDMA/ ADMA orani ise bu arastirma grubunun
calismalarinda oldugu gibi ikinci trimesterda dortlii tarama testi yapilan gruplarda ,
birinci trimesterda ikili tarama testi yapilan gruplara gore anlamli derecede artig

gostermistir.
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Holden ve arkadaslar1 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada menopoz dncesi 15
kadinda ( yas ortalamalar1 55 olan 46 dan 63’ e kadar degisen yaslarda) 2 haftada bir
subkutan 100 mg etinilestradiol vermisler ve bu islem yapilmadan once ortalama
Ostrojen  konsantrasyonu seviyesini  188.4420.4 ng/Lolarak  bulmuslardir.
Etinilestradiol implant1 sonrasi ise anlamli bir atis olmus 6strojen konsantrasyonu
220.3+£23.6 ng/L (p<0.05) bulunmustur. Ortalama plazma ADMA konsantrasyonu ise
0.722 £0.04 pmol/L den 0.588 +0.03 pumol/L’ e anlamli olarak diislis gostermistir
(p<0.05). 17-B estradiol tedavisi sonras1 her ne kadar ortalama plazma SDMA
konsantrasyonu 0.395+ 0.14 pmol/L olarak bulunmustur (estradiol implant1 oncesi
(0.486+= 0.07 umol/L. (p= 0.54)) fakat bu diisiis istatiksel olarak anlamli degildir.
Normal sartlarda erken gebelikte maternal ostrojen konsantrasyonu belirgin sekilde
artmaktadir ve bunun da DDAH enzim aktivitesini ve ADMA ‘nin metabolize
olmasini stimiile ettigini gostermislerdir (Holden ve ark.,2003).

Bizim de calismamizda elde ettigimiz bulgulardan yola ¢iktigimizda dortli
test istemi yapilan kontrol grubumuzda ve riskli grubumuzda saptanmis olan Ue;
diizeylerimiz (swrastyla 0.73+0.30, 0.79+£0.44) tam mekanizmas1 kesin olarak
bilinmese de ,yine dortli test istemi yapilan riskli grupta kontrol grubuna kiyasla
daha diisik ADMA diizeyleri bulunmasinin arkasinda yatan faktorlerden biri
olabilecegini fikrini bize diislindiirmektedir. Dolayisiyla, maternal dolasgmda ADMA
konsantrasyonunda azalma, artmis DDAH aktivitesi, artan bobrek klirensi veya
hemodiliisyona bagl olabilir diye diisiinmekteyiz. Ancak, ayn1 hasta gruplar1 igin,
dimetilarjinin dimetil amino hidrolaz (DDAH) enzimini de degerlendirmeye alsaydik
bu konu biraz daha netlesebilirdi. Ciinkii, ADMA diizeylerinin artmasinin bilinen en
yaygin  nedenlerinden biri de bozulan DDAH aktivitesidir. Bu enzim aktif
bolgesinde bir reaktif siilfidril grubu ihtiva etmesi sebebiyle oksidatif strese karsi
duyarhdir. Alternatif olarak uE; bir antioksidan gibi davranabilir ¢ilinkii oksidatif
stres DDAH ekspresyonunu etkilemeksizin DDAH enzimini inhibe edebilir.

Rizos ve arkadaglar1 2012 yilinda ADMA’nin  gebelik doneminde 3
trimesterda diizeylerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, normal gebeliklerde (n=41)
ADMA konsantrasyonlarin1 3 trimesterda (swrasiyla 0.51 £0.14; 0.52 +£0.13; 0.58
+0.16) olarak rapor etmislerdir. Erken gebelik haftasinda dogum yapan gebelerde
(Small gestational age baby) (n=14) ise ADMA konsantrasyonlar1 (0.40 £0.10 1.trim
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p=0.005; 0.42 £0.10 2.trim p=0.007; 0.45 +£0.10 3.trim p=0.007) normal gebeliklere

kiyasla anlamli derecede diisiik bulmuslardir.

Table ITL Mean (8D, range) ADMA concentration (ymol/L) of the three studied groups in the three trimesters of pregnancy.

Uncomplicated pregnancies Pregnancies complicated with preeclampsia Pregnancies with SGA infants

N 41 10 14
Ist trimester 1

GA at sampling (weeks) 126+05(117-139) 12403 (120-13.0) 27405 (12.0-137)

ADMA 05140.14({0.23-0.84) 0.58+0.10{0.42-0.78) 040£0.10(0.25-057)
nd trimester

GA at sampling (weeks) 2UB£LE(197-159) .62 11(20.3-134) 120£1.4(21.0-259)

ADMA 05240.13{0.32-0.74) 0.630.14 (0.51-0.99)° 042£0.10(0.32-065f
3rd trimester

GA at sampling (weeks) 318+14(28.1-361) 318121 (3L6-340) IL7+10(303-330)

ADMA 0.58:£0.16(0.27-0.86)° 0.68+0.11(0.53-0.84) 0450.10(0.33-0.62F

*p<0.005 compared to uncomplicated pregnancies.
80,02 compered to uncomplicated pregnancies.

e
“p<0.007 compared to uncomplicated pregnancies.
Up<0.04 compared to 15 trimester.

GA, gestational age.

Preeklampsi gelisen gebeliklerin (n=10)(0.58 + 0.10 1.trim; 0.63 + 0.14
2.trim, 0.68 = 0.11) ADMA diizeyleri komplikasyonsuz gebelere gore tiim
trimesterlarda yiiksek olmasma ragmen fark sadece 2.trimesterda istatiksel olarak
anlamli idi (p=0.02).

Leiper ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada knockout farelerinde
homozigot DDAH-1 geninin delesyona ugramasi 6limciil oldugu icin, DDAH
aktivitesinin fetal gelisim i¢in de onemli oldugu yapilan ¢aligmalarda sunulmustur
(Leiper ve ark., 2007).

Noris ve arkadaslar1 2005, preeklamptik trofoblastik hiicrelerde normal
plasentaya kiyasla L-arjinin-hidrolize edici enzim arginaz II' nin 6nemli Olciide
yilikselmis seviyelerine isaret etmislerdir. Sicanlarda ve farelerde goriildiigli gibi
enzimin testosteron tarafindan potansiyel olarak upregiilasyonu s6z konusudur. Kan
ve doku belirte¢lerinde oksidatif stresin yiiksek diizeyleri goriilmiistiir ve L-arjininin
diisiik miktarlarmin oksidatif strese katkida bulunarak preeklampsiyi indiikledigi
bilinmektedir (Noris ve ark., 2005).

Normal gebelikte endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentezi artmakta ve
boylece fizyolojik vazodilatasyona katkida bulunmaktadir. Dolayisiyla, ilk ii¢ aylik

donemde L-arjinin konsantrasyonunun onemli Ol¢iide diismesi, L-arginin'in NO
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sentezi i¢in artmig tiiketiminin bir yansimasi olabilir ve calismamizda elde ettigimiz
ilk trimesterda ikili tarama testi yapilan kontrol ve riskli gruplarda diger gruplara
kiyasla (dortlii tarama testi yapilan kontrol ve riskli grup) daha diisiik arjinin
seviyeleri, gebelik sirasinda goézlemlenen ADMA baskilanmasma yani azalmis
ADMA diizeyleri ile paralellik gostermektedir.

Cok disik ADMA seviyelerinin, L-arjinin konsantrasyonu ADMA
konsantrasyonundan 100 kat daha yiiksek oldugunda L-arjinin substrati ile rekabet
ederek NOS aktivitesini inhibe ettigine inamilmaktadir. Ayrica, daha once yapilan
incelemeler, katyonik amino asitlerin, tasima mekanizmalar1 yoluyla hiicresel L-
arjinin tasinmasin1 degistirerek endotelyal hiicrelerde NO iiretimini modiile
edebildigini gostermistir (Bhardwaj ve Moore, 1989)

Atzler ve arkadaslarmin 2015 yilinda yaptiklar: ¢calismalarinda HPLC yontemi
ile dlciilen homoarjinin plazma konsantrasyonu, saglikli goniilliillerde ortalama 2.15
+0.75 £ umol / L (ortalama + SD, n = 30) olarak bulunurken (Atzler ve ark., 2015).
Valtonen ve ark. da L-homoarjinin saglikli bireylerde plazma konsantrasyonunu
5.07 £ 0.07 umol / L (ortalama = SD, n =3 ) olarak bulmuslardir. (Valtonen ve
ark.,2008).

Marz ve arkadaslar1 Ludwigshafen Risk ve Kardiyovaskiiler Saglik (LURIC)
calismasinda, koroner anjiyografi yapilan hastalarda ortalama serum L-homoarjinin
konsantrasyonlarin1 2.6 = 1.1 / p mol/L olarak rapor etmislerdir (HPLC metodu ile)
(Marz ve ark., 2010).

Bu farkli yoOntemlerle saptanan ortalama L-homoarjinin plazma
konsantrasyonlar1 arasindaki farklar, farkli i¢ standartlara veya arastirilan farkli
popiilasyonlara bagli olabilir.

L-homoarjininin, NOS tarafindan NO tiretimi i¢in bir substrat olarak hareket
edebildigini ve gebeligin NO' nun artan tliketimine yanit olarak hiicre
sinyallemesinin yeniden programlanmasiyla iliskili oldugunu gdosteren c¢esitli
fonksiyonel g¢alismalar mevcuttur (Yi FX ve ark., 2005; Hecker ve ark., 1991;
Hrabak ve ark., 1994).

Gerritsen ve arkadaglari, eriskenlerde degil fakat yenidoganlarin idrarmnda L-
homositriilin gézlemlemislerdir, ve NOS enziminin L-homoarjinin’i L-homositriiline

dontstiirdiigi bilinmektedir (Gerritsen ve ark., 1961).
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Bu calisma, gebeligin ikinci trimesterinde (dortlii tarama testi yapilan gruplar)
maternal L-homoarjinin konsantrasyonlarmin arttigini1 gdstermistir. Ayrica, L-
homoarjinin konsantrasyonu, invazif olmayan endotelyal disfonksiyon gostergesi
olan Inhibin-A ile iliskiliydi. Yani gebelik komplikasyonlar1 agisindan risk arttik¢a
L-homoarjinin diizeyleri azalmaktaydi. Bu bulgular, L-homoarjininin normal
gebelikte, endotele bagli vazodilatasyon ile iliskili olabilecek biyolojik bir islevi
oldugunu diistindiirmektedir. Maternal L-homoarjinin konsantrasyonu ile ADMA
konsantrasyonu arasinda bulmus oldugumuz iliski de L-homoarjininin fizyolojik
konsantrasyonunda ADMA’nin  kilit bir diizenleyicisi olmast olasiligini
diistindiirmektedir.

Son olarak, normal gebelik sirasinda anne viicudunda birbiriyle etkilesime
giren ¢esitli fizyolojik, metabolik ve immiinolojik degisiklikler oldugu g6z 6niinde

bulundurulmalidir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

ADMA konsantrasyonlar1 gebelikte genellikle ilk trimesterin sonunda
minumuma ulagir ve ikili test istemi yapilan riskli ve kontrol grubundaki bireylerde
birbirine benzer ADMA diizeyleri bulunmasi ve yine ¢alismamizda riskli gruplarda
kontrol gruplarina gore daha diisiik konsantrasyonlarda ADMA diizeyleri varhigi,
gebeligin ilk trimesterinda serum ADMA konsantrasyonlarmin riskli gruplari
belirlemede kesin bir belirte¢ olamayabilecegini diisiindiirmektedir ve preeklampsi
disinda serum ADMA diizeyi iyi bir belirte¢ olarak kullanilamayabilir. Yine gebelik
haftalar1 arasinda da ADMA konsantrasyonlarmin degiskenligi daha kapsamli
calismalarla aydinlatilmasi gereken bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

ADMA’nm major eliminasyon yolu karacigerde DDAH enzimi tarafindan
yikilmasidir fakat gebelik doneminde renal hiperfiltrasyon disik ADMA
diizeylerinden sorumlu olabilir, Ciinkii DDAH enzmi bobrek glomeriillerinde ve
tubuluslarinda oldukg¢a yiiksek seviyelerde bulunmaktadir ve bu da enal
hiperfltrasyon ile bdbreklere ulasan ADMA seviyelerinde azalisa sebep
olabilmektedir diye diisiinmekteyiz.

Homoarjinin serum seviyelerinin gebe kadmlardaki diizeyleri agisindan ve
tarama testlerinde bakilan inhibin A diizeyleri ile HArg diizeyleri arasindaki iligki
bakmindan literatiirde bir bosluk oldugu goriilmektedir ve bu baglamda yapilan ilk
calisma olmas1 sebebiyle, HArg- Inhibin A mekanizmasinmn tam olarak
aydilatilabilmesi i¢in yapilacak ek ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Yiiksek risk altindaki
kadinlarin erken donemde belirlenmesinde homoarjinin yeni bir risk markir1 olarak

ortaya c¢ikabilir.

5.2. Oneriler

Bastan ¢ok normal goriinen bir hamilelik doneminde bile sonradan ciddi
sorunlar yasanabilecegi icin, riskli gebelik olsun veya olmasim biitiin gebeliklerin
takip altinda olmas1 biliyllk oOnem tasimaktadwr. Gebelik donemi siiresince

olusabilecek komplikasyonlarin patogenezinde ve meydana gelebilecek maternal
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sorunlar (kardiyovaskiiler hastaliklar, preeklampsi, eklampsi, servikal yetmezlik vs.)
veya fetusa bagl gebelik donemi sorunlarinda (kromozom anomalileri, IUGR
(fetusta gelisme geriligi),oligohidramnios vs.) 6zellikle endotel disfonksiyonun bir
gostergesi olan metillenmis arjinin tiirevleri gibi bazi biyomarkirlarin 6nemi son
derece biiytiktiir.

ADMA’nin maternal ve fetoplasental {nitedeki etkilerinin daha 1yi
anlasilmas1 gerekmektedir. Fonksiyonel olarak plasentada 2.trimesterda ADMA
konsantrasyonundaki bir artig, trofoblast motilitesi, invazyon ve sagkalim gibi bir
takim durumlar1 etkiliyor olabilir. Bununla birlikte, ilk trimesterde fetusun iirettigi
ADMA'nin, ikinci trimesterde artmis maternal ADMA konsantrasyonuna yol agip
acmadigi heniiz arastirilmamistir ve bu konunun da aydinlatilmas: gerekmektedir.

Hastaliklarin patogenezini anlayabilmek ve bunlar1 tedavi ile iligkilendirmek,
yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesi ve hatta hastaliklar olusmadan saglikli
kisilerin risk faktorlerinin elimine edilmesi agisindan bu biyomarkirlarin
biyokimyasal fonksiyonlarinin ve 6nemlerinin anlagilabilmesi son derece mithim ve
arastirilmasi gereken bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Homoarjinin ve diger metillenmis arjinin tiirevlerinin tanisal performansini
belirlemek icin farkli hasta popiilasyonlarinda ve genis caligma gruplarinda yapilacak
daha iler1 c¢alismalara ihtiya¢ vardir. Ciinkii, bu belirteglerin viicut sivi
diizeylerindeki herhangi bir artig gebeligin erken safhasinda saptanabilirse, gebelikte
olusabilecek hastaliklarin erken teshis ve tedavilerini saglamak ve bu suretle hem
tedavi maliyetlerinin diisiiriilmesi hem de riskli gebeliklerin komplikasyonlardan
erken prognozu saglanabilecektir.

ADMA , homoarjinin ve inhibin A diizeylerinin, gebelik doneminde
degiskenligi ve nasil bir rol izledigi yapilacak ilave ¢aligmalarla daha da netlesecek,
hastaliklar i¢in spesifik belirte¢ olarak laboratuvarlarda kullanilabilir olacaktir.
Ayrica sadece serumda degil doku diizeyinde de arastirmalara ihtiyag vardir. HArg
takviyesi de dahil olmak iizere, HArg’ nin insanlarda klinik olarak bazi etkilere sahip
olup olmadig1 ya da AGAT aktivitesi gibi bazi patofizyolojik siireclerde yeni bir
belirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacagi konusunu ag¢iklayabilmek i¢in yapilacak
ek caligmalara ihtiya¢c vardir. Bu gruplara ait hasta sayilar1 arttirilarak daha fazla
sayida katilimei ile yapilacak caligmalarin da yine gebelik doneminde bu iliskileri

daha net olarak saptayacagini sdyleyebiliriz.
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EKLER

EK-A: FEtik Kurul Karari

T.C.
SELGUK UNIVERSITESI
TIP FAKOLTESI DEKANLIGI

GIRISIMSEL OLMAYAM KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARARLARI

Toplant Sayisi: 2016M10 Toplantt Tarihi : 25.05.2016

Karar Sayisi 2016/161 S.17, Tip Fakilltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dah Ogretim  Uyesi
Yrd.Dog.Dr. Sedat ABUSOGLU'nun, “Gebelik Déneminde Serum Metilarjinin Seviyelerinin Siv1
Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometre (LC-MS/MS) Metodu ile Belirlenmesi™ baglikh aragtrmasinin
degerlendirilme talebi ile ilgili 17.05.2016 tarihli dilekgesi ve elderi gorigaldi.

Vamlan inceleme ve gorigmelerden sonra; Vrd.Dog.Dr. Sedat ABUSOGLU nuy, “Gebelik
Déneminde Sernm Metilarjinin Seviyelerinin Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometre (LC-MS/MS)
Metodu ile Belirlenmesi™ adl arastirmanin kabuliine, BAY destedi alindiktan sonra protokoliin dosyaya ilave
edilmelk iizere Ftik Kurul sekretaryasina teslim edilmesine oy birligi ile karar verildi.




EK-B: Laboratuvarimizda bulunan LC-MS/MS cihazindan

kromatogram
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Metillarjininlere ait

[ XIC of +MRM (7 pairs): 232.300/113.000 Da ID: SITRULLIN from Sample 81 (00936525) of BanuTez HomoArginine Part2 17112017 wiff... Max. 2.1e4 cps)
S 20e4 28
£ ; ‘ : ‘ ;
- 05 1.0 15 20 25 3.0 35 40 45
Time, min
| I XIC of +MRM (7 pairs): 231.300/70.000 Da ID: ARGININE from Sample 81 (00936525) of BanuTez HomoArginine Part2 17112017 wiff (... Max. 3.2e4 cps,
2 324 K
£ ; ; ; : ; ; ;
- 05 1.0 15 20 25 3.0 35 40 45
Time, min
| B XIC of +MRM (7 pairs): 259.300/228.000 Da ID: SDMA from Sample 81 (00936525) of BanuTez HomoArginine Part2 17112017.wif (Tur... Max. 105.0 cps)
§ 100 1.32
s, k ) I ) A
= 05 10 15 20 25 30 35 40 45
Time, min
[ B XIC of +MRM (7 pairs): 266.610/221.000 Da ID: D7-ADMA from Sample 87 (00936525) of BanuTez HomoArginine Par2 17112017.wif ... Max. 350.0 cps)
§ ) K
- 05 1.0 15 20 25 3.0 35 40 45
Time, min
[ B XIC of +MRM (7 pairs): 259.300/214.000 Da ID: ADMA from Sample 81 (00936525) of BanuTez HomoArginine Part2 17112017 wiff (Turb... Max. 40.0 cps|
@ 40 1.32
< 080 A 189 279 347 43
= ‘. 15 20 25 30 35 40 45

Time, min




97

EK-C: LC-MS/MS cihaziyla analiz edilen Homoarjinin pikine ait kromatogram
(Homoarjinin Sumol/L lik standardi)
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EK- D : Tezden tiretilmis yayinlar

1. H.Banu KESKINKAYA, Sedat ABUSOGLU, Abdullah SIVRIKAYA
Setenay Arzu YILMAZ, , Ali UNLU. Gebelik Doneminde Serum
Asimetrik Dimetilarjinin Diizeyleri, 3.In vitro Diagnostik Sempozyumu,
Poster Bildiri, 28.02-02.03.2018 izmir.
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