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ÖZET 
 

Doğu Anadolu Bölgesinde Erken Başlangıçlı İskemik İnme  Vakaları İçin Bir Risk 
Faktörü Olarak Asimetrik Dimetil Arginin, Nitrik Oksit ve Endotelyal Nitrik 

Oksit Sentazın Değerlendirilmesi 

  
Amaç: İnme, batı dünyasında iskemik kalp ve kanser hastalığından sonra 

morbiditenin ve mortalitenin  üçüncü nedenidir. Sağ kalan beş hastanın biri daha 

sonraki 5 yıl içinde tekrar inme geçirmektedir. Bu da sağlık sistemini ve ekonomiyi 

yoğun bir yüke sokmaktadır. NO, NOS enziminin katalizlediği bir reaksiyon ile 

sentezlenir. eNOS,  NOS enzim ailesinin endotelyal kökenli bir izoenzimidir ve endotel 

disfonksiyonu ile ilişkisi bilinmektedir. ADMA, insanda NO biyosentezinin majör 

inhibitörüdür. Bu çalışmanın amacı Doğu Anadolu bölgesinde erken başlangıçlı iskemik 

inme vakaları için NO, eNOS ve ADMA’nın bir risk faktörü olarak değerlendirilme 

ihtimallerinin araştırılmasıdır.  

 Materyal ve Metot: Bu çalışma 81 akut iskemik inme hastası ve 50 sağlıklı 

kontrol grubu üzerinde yürütüldü. Plazma NO ve eNOS analizleri ticari kit kullanılarak 

ELISA yöntemi ile ADMA analizleri de HPLC yöntemi ile yapıldı. 

Bulgular: Plazma ADMA ve eNOS düzeyleri iskemik inme hastalarında kontrol 

grubuna göre daha yüksek, NO düzeyleri daha düşük tespit edildi. İstatistiksel olarak 

fark sadece eNOS ve NO’da tespit edildi. Hasta ve kontrol grubunda, sırasıyla,  eNOS 

düzeyleri 568.29 pg/mL ve 335.51 pg/mL, NO düzeyleri 58.46 µmol ve 61.22 µmol, 

ADMA düzeyleri 596.8 nmol/L ve 517.6 nmol/L olarak tespit edildi.  

Sonuç: Akut iskemik inmeli hastalar daha yüksek plazma ADMA ve eNOS, 

daha düşük NO düzeylerine sahip olmalarına rağmen, NO düzeyleri ile hastalık arasında 

anlamlı ilişki tespit edilememiştir. 

 
Anahtar Kelimeler: ADMA, ELISA, eNOS, HPLC, İnme, NO 
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ABSTRACT 
 

Evaluation of Asymmetric Dimethylarginine, Endothelial Nitric Oxide 
Synthase and Nitric Oxide As a Risk Factor for Early-Onset Ischemic Stroke 

Cases In Eastern Anatolia Region 
 

Aim: In the western coutries stroke is the third leading cause of mortality and 

morbidity after ischemic heart and cancer. One of the five surviving patients undergoes 

stroke in the next five years and this brings forth a heavy load on the health system and 

the economy. NO is syntesized by a reaction catalyzed by the NOS. eNOS is an 

endothelial isoenzyme of NOS enzyme family and its relation with endothelium 

disfunction is well-known. ADMA is the major inhibitor of NO biosynthesis in human 

beings. The aim of this study is to evaluate  ADMA, eNOS and NO as a probable risk 

factor for early-onset ischemic stroke cases in eastern Anatolia region.  

Material and Method: This study is carried out with 81 individuals with early-

onset ischemic cases and 50 healty control group. NO and eNOS analysis were done 

with the ELISA technique and ADMA  analysis with the HPLC technique. Commercial 

kits were used in all of the analyses.  

Results: Plasma ADMA and eNOS levels were found to be higher in patients 

with respect to control group, whereas NO levels were lower. Statistically significant 

difference was only obtained in eNOS and NO levels. For patients and control group 

eNOS levels were 568.29 pg/mL and 335.51 pg/mL, NO levels were 58.46 µmol and 

61.22 µmol and ADMA levels were 596.8 nmol/L and 517.6 nmol/L, respectively. 

Conclusion: Although the patients with early-onset ischemic stroke were seen to 

have a higher plasma ADMA and eNOS  and a lower plasma NO level, no significant 

correlation was found between the disease and NO.  

Key Words: ADMA, ELISA, eNOS, NO, Stroke 
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1. GİRİŞ 

Dünya Sağlık Örgütü inme terimini “ ani gelişen, 24 saat veya daha uzun süren, 

ölüme yol açabilen damarsal kökenli, fokal veya global serebral fonksiyon bozukluğu 

ile oluşan klinik bulgular olarak tanımlamıştır’’. Travma, enfeksiyon, tümör gibi 

nedenlere bağlı infarkt veya kanama, serebral iskemiye bağlı gecici ataklar tanımlama 

dışında bırakılmıştır. Tüm inmelerin %80-85’ini serebral infarkt, %10-15’ini 

intraserebral hematom, %6-8’ini subaraknoid kanama oluşturur. İnmede temel özellik 

nörolojik bulguların ani başlamasıdır. 

 İnme insidansı; belirli bir zaman periyodunda, bir populasyonda ortaya çıkan 

yeni inme olgularının risk altındaki nüfusa bölünmesi ile elde edilen hızdır. İnsidans 

çalışmalarında ideal sonuçlar elde etmek için; inmenin tanımı iyi yapılmalı, geçici 

iskemik atak (GİA) dışlanmalı, populasyon sınırlama yapılmaksızın incelenmeli, ilk 

atak olmalı, yaşlara göre insidans incelenmeli ve inceleme kayıtları iyi tutulmalıdır. 

Yaşlara göre yıllık inme insidansi 55-64 yaş arasında 1.7/1000, 65-74 yaş 

arasında 4.9-8.9/1000, 75 yaş ve üzerinde 13.5-17.9/1000’dir. Kırk beş yaş öncesi 

gelişen inmeler tüm inmelerin %3-5’ini oluşturdukları için inme insidansını tahmin 

etmek güçtür. Erkeklerde 55-64 yaş arasında inme insidansı kadınlara göre 2-3 kat fazla 

iken ileri yaşlarda bu fark azalmaktadır. Kış aylarında inmenin arttığı görülmektedir. 

İnme prevelansı; belirli bir zamanda bir populasyondaki eski ve yeni olgu 

sayısının risk altındaki nüfusa bölünmesiyle elde edilen bir orandır. İnme insidansına ve 

yaşayabilen hastalara bağlı olan bu oran yaşla birlikte artmaktadır. Batı toplumunda 

inme prevelansı 8/1000 olarak bildirilmiştir. Henüz bizim ülkemizde sağlıklı veriler 

yoktur. Son on yılda yapılan çalışmalarda batı ülkelerinde inmeye bağlı ölüm oranının 

azaldığı ifade edilmektedir. İnmeye bağlı ölümlerin azalması ortalama yaşam suresinin 

uzamasına ve inme, insidansının azalmasına bağlanmaktadır. 
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Yapılan epidemiyolojik çalışmalar inme sonrası yaşam oranında yükselme 

olduğunu göstermektedir. Ancak iskemik inmelere oranla intraserebral kanamalar 

sonrasında yaşam oranı daha yüksektir. Bu nedenle iskemik inmelerde öncelikle risk 

faktörlerinin belirlenmesi ve korunmaya yönelik çalışmalara gerek duyulmaktadır. 

İnme, tüm dünyada, morbidite ve mortalitenin önde gelen nedenlerindendir. 

Doğu ve Batı Avrupa arasında inme sıklık, yaygınlık ve mortalitesi bakımından büyük 

farklar saptanmıştır. Bu, risk faktörlerindeki farklılığa bağlanmaktadır. Doğu Avrupa’da 

hipertansiyon ve diğer risk faktörlerine daha fazla rastlanması daha ağır inme 

tablolarına yol açmaktadır. Batı Avrupa’nın içinde de belirgin bölgesel farklılıklar yer 

almaktadır. İnme, Avrupa’daki morbidite ve uzun vadeli özürlülüğün en önemli sebebi 

olup, demografik değişiklikler, hem sıklık, hem de yaygınlıkta artışla sonuçlanacaktır. 

İnme aynı zamanda yaşlılardaki epilepsinin, demansın ve depresyonun da en sık 

nedenleri arasında gösterilmektedir.  

Geniş çaplı şekilde inme, iskemik veya hemorajik tipler olarak sınıflandırılır ve 

iskemik strok total oranın %85’ini oluşturur. 

Endotel kaynaklı gevşetici faktör (EDRF) olarak da bilinen nitrik oksit (NO) 

eşleşmemiş bir elektron taşıyan yüksüz bir moleküldür. NO’ in bu özelliği onu eşsiz bir 

mesajcı yapar. Yani yüksüz olduğu için membranlardan kolayca geçer, eşleşmemiş bir 

elektrona sahip olması nedeni ile hızlı reaksiyona girer. Yarı ömrü saniyelerle ölçülür ve 

çok kısadır. Endotelyal gevşetici faktör varlığı ilk olarak 1980 yılında tavşan aort 

halkasında sağlam bir endotel varlığında asetilkoline gevşeme şeklinde yanıt 

verilmesiyle fark edilmiştir. NO, nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin katalizlediği bir 

reaksiyon ile L-argininden sentezlenir.  
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Memelilerde NO sentezleyen üç değişik NOS vardır. Nitrik oksit sentaz 

enzimleri, yapısal nitrik oksit sentaz (cNOS), endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve 

indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) olmak üzere üç ana gruba ayrılır.  

NO’in vasküler düz kas proliferasyonuna, trombosit agregasyonu ve vasküler 

süperoksit üretimine olumlu etkileri olduğu gibi antiaterosklerotik özellikleri de vardır. 

Arginin ve asimetrik dimetil arginin (ADMA), nitrik oksit sentezinin 

kontrolünde önemli rol oynarlar. Nitrik oksit vasküler tonusun düzenlenmesinde platelet 

adezyon ve agregasyonunda rol oynar. Simetrik dimetilargin (SDMA)’nin NOS enzimi 

üzerine inaktive edici etkisi yoktur, fakat arginin ve ADMA ile hücre giriş yolunu 

etkileyerek NO üretim hızında dolaylı yoldan etkisi vardır. ADMA, SDMA ve L-

NMMA (L-N-Monometil arginin), Y taşıyıcı protein adı verilen katyonik aminoasit 

taşıyıcıları aracılığıyla endotelyal hücrelerin içine girerler. Metilargininler birbirleriyle 

ve arginin aminoasidi ile hücre içine giriş için yarışırlar. Yüksek konsantrasyondaki 

ADMA, NOS inhibisyonu yanı sıra L- Argininin hücre içine transportunu engelleyerek 

de NO sentezi azaltır 

 L-NMMA ve ADMA olmak üzere iki tip endojen NO sentetaz inhibitörü vardır. 

Dolaşan konsantrasyonu L-NMMA’dan 10 kat fazla olan ADMA, insanda NO 

biyosentezinin major inhibitörüdür. ADMA metillenmiş nükleer proteinlerin proteolizi 

sırasında ortaya çıkan aktif bir moleküldür. SDMA ise biyolojik olarak inaktifdir. 

ADMA esas olarak böbrek yoluyla atılır ve ADMA birikimi ilk olarak renal yetmezlikli 

hastalarda bildirilmiştir. 

Buna ilaveten plazma ADMA düzeyleri ile hiperlipidemi, hipertansiyon, obezite, 

diabetes mellitus, metabolik sendrom, polikistik over sendromu, Hipopitüitarizm, tiroid 

disfonkisyonu ile ilişkili olduğuna dair bir çok çalışma mevcuttur. Hatta beslenme, 

sigara, egzersiz gibi etkenlerle de ilişkisi son dönemde ilgi görmektedir.  
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Bu doktora tez çalışmasında önemli bir morbidite oranına sahip akut iskemik 

inmede plazma ADMA ile beraber NO ve eNOS düzeylerinin bir risk faktörü olup 

olamayacağı araştırılmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 İnme  

Dünya Sağlık Örgütü inme terimini “ ani gelişen, 24 saat veya daha uzun suren, 

ölüme yol açabilen damarsal kökenli, fokal veya global serebral fonksiyon bozukluğu 

ile oluşan klinik bulgular olarak tanımlamıştır’’.1  

İnme, tüm dünyada, morbidite ve mortalitenin önde gelen nedenlerindendir.2  

Doğu ve Batı Avrupa arasında inme sıklık, yaygınlık ve mortalitesi bakımından büyük 

farklar saptanmıştır. Bu, risk faktörlerindeki farklılığa bağlanmaktadır.3 

Doğu Avrupa’da hipertansiyon ve diğer risk faktörlerine daha fazla rastlanması 

daha ağır inme tablolarına yol açmaktadır. Batı Avrupa’nın içinde de belirgin bölgesel 

farklılıklar yer almaktadır. İnme, Avrupa’daki morbidite ve uzun vadeli özürlülüğün en 

önemli sebebi olup, demografik değişiklikler, hem sıklık, hem de yaygınlıkta artışla 

sonuçlanacaktır. İnme aynı zamanda yaşlılardaki epilepsinin en sık nedeni olup, 

demansın ikinci en sık, depresyonun da sık nedenleri arasındadır.4-6 

İnme, batı dünyasında iskemik kalp, kanser hastalığından sonra morbiditenin ve 

mortalitenin önde gelen üçüncü nedenidir. Global olarak 50 milyondan fazla inme ve 

geçici iskemik atak (GİA)  vardır. Sağ kalan her beş hastadan biri daha sonraki 5 yıl 

içinde tekrar inme geçirmektedir, bu da sağlık sistemini ve ekonomiyi yoğun bir yüke 

sokmaktadır.7 

En son yapılan tahminler inmenin dünya çapındaki direk ve indirek ekonomik 

maliyetini yaklaşık 70 milyon dolar olarak göstermektedir.8 Tek başına ABD’de 5-6 

milyon inme sağkalanının olduğu tahmin edilmektedir. Ancak bunların maliyeti tahmin 

edilenlerden çok daha fazladır. İnme sağ kalanlarının % 15-30 arasında sürekli sakatlık 

varken, kurbanların % 20’si inme sonrası 3 ay boyunca klinik bakımına ihtiyaç 

duymaktadır.8-9 Popülasyondaki bütün yaşlar inme açısından risk altındadır ve hastalık 
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yaşlıların hastalığı olarak sınırlandırılmamalıdır, çünkü kurbanların üçte biri 65 yaşının 

altındadır. İnme açısından siyahlar beyazlara göre 2 kat, kadınlarda erkeklere göre daha 

fazla risk altındadırlar. ABD’de 2005 yılında inmeye bağlı ölümlerin %60.6’sını 

kadınlar oluşturmakta idi; insidansdaki artışın birincil nedeni uzamış yaşam süresidir.8 

Bununla birlikte, miyokardial enfarktüs, koagulopatiler, periferik vasküler hastalık, 

hipertansiyon, atrial fibrilasyon veya diabetes mellitusu içeren vasküler ve inflamatuar 

risk faktörleri eğer hastada daha önceden veya aynı anda varsa, bu hasta aynı zamanda 

inme açısından da risk altındadır.8-10 

Son yirmi yılda yapılan çalışmalarda batı ülkelerinde inmeye bağlı ölüm oranının 

azaldığı ifade edilmektedir. İnmeye bağlı ölümlerin azalması ortalama yaşam süresinin 

uzamasına katkıda bulunmaktadır.11 

Yapılan epidemiyolojik çalışmalar inme sonrası yaşam oranında yükselme 

olduğunu göstermektedir. Ancak iskemik inmelere oranla intraserebral kanamalar 

sonrasında yaşam oranı daha yüksektir. Bu nedenle iskemik inmelerde öncelikle risk 

faktörlerinin belirlenmesi ve korunmaya yönelik çalışmalara gerek duyulmaktadır.12 

Sigarasız, düşük-normal beden kitle endeksi,  düzenli egzersiz ve sağlıklı diyeti 

içeren bir yaşam tarzı iskemik inmede azalmaya sebep olur.7 

 

           2.1.1. İnmenin Sınıflandırılması  

İnme terminolojisi tromboz, emboli ve hemorajiyi içeren fizyopatolojik 

durumların yaygın bir komposizyonudur. Geniş çaplı şekilde inme, iskemik veya 

hemorajik tipler olarak sınıflandırılır ve iskemik inme total oranın %85’ini oluşturur.8-10 
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2.1.2. İskemik İnme  

İskemik İnme, primer olarak ya intrakranial tromboz veya ekstrakranial tomboz 

ile oluşur. 

İntrakranial tromboz; büyük oranda ateroskleroz nedeni ile olurken, ekstrakranial 

emboli genellikle ya ekstrakranial arterlerden yada aynı anda hastada olan miyokardial 

enfarktüslü miyokardiumdan, mitral stenozdan, endokarditten, atrial fibrillasyondan, 

dilate kardiyomiyopatiden veya konjestif kalp yetmezliğinden kaynaklanmaktadır. 

Hemorajik inme ya intraserebral kanama (İSK) ya da subaraknoid kanama (SAK) olarak 

sınıflandırılabilinir. İSK yırtılmış ve parenkimal serebral boşluk içinde lokalize 

hematom oluşturan zayıflamış damarlardan kaynaklanır. SAK’da kanama beynin dışına 

olur ve BOS (Beyin omurilik sıvısı) içine salınır. Hem İSK hem de SAK için genel 

nedenler benzerdir ve bunlar hipertansiyon, travma, ilaç kullanımı veya vasküler 

malformasyonları içerir.  

 

 

                       Tablo 2.1. İnmeyi taklit eden klinik durumlar 10 
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Hipoglisemi 

Hiponatremi 

           Migren 

Beyin Tümörü 
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GİA, “mini inme” olarak da bilinir, iskemik inmeye benzeyen fokal nörolojik 

defisitlere neden olabilir ama süreç olarak 24 saatten kısa sürmesi ile 

tanımlanmaktadır.12 Bununla birlikte, GİA’ların çoğu bir saat içinde çözülür ve % 90’nı 

dört saat sonra tamamen düzelir.13, 14 Bu yüzden, the ‘American Heart Association’ 

GİA’yı zamandan ziyade, enfarkt oluşmadan santral sinir sistemi doku iskemisinin 

geçici epizoduna göre GİA tanımlanmasını önermiştir. GİA’lar tam iskemik inme, 

kardiyovasküler olaylar ve ölüm için kısa dönem risklerin kuvvetli bir öngörücüsü 

olduğu için, bu tanımlama tartışmalı olmasına rağmen GİA’nın hızlı ve doğru tanısı 

değerlidir. Bu risk trombolitik terapilerin erkenden başlanması ile azaltılabilir.12-14  

Sonuç olarak “inmenin taklitleri” inmenin semptom ve bulgularını taklit eden 

anomaliler için kullanılabilinir (Tablo 2.1). En sık inmeyi taklit eden durumlar, 

hipoglisemi ve nöbettir, bu iki klinik durumla acilde sık karşılaşılır. İnme kurbanlarında 

optimal sonuçlarını elde etmek için, gerekli olan hızlı tanı ve tedavi, inme taklitcileri 

nedeni ile zorlaşmaktadır.7 

  

2.1.3.  İnme Biyobelirteçlerinin Gerekliliği 

Serebral enfarkt biyobelirteçleri özellikle nörogörüntüleme bulguları normal 

veya benzer olan zor inme olgularında inmenin prediksiyonunu ve ayırıcı tanısında 

potansiyel olarak uyarıcı veya kolaylaştırıcıdır. Biyobelirteç keşfetmedeki zorluklar, 

inme veya travmatik yaralanmadan sonra kan-beyin bariyerini geçen glial veya nöronal 

proteinlerin yavaş salınımı etrafında dönmektedir. Ayrıca, serebral iskemi 

belirteçlerinin tanısal spesifiteleri azalır ve inmeyi taklit eden durumlarda da 

artmaktadırlar. İdeal inme biyobelirteçleri tanısal olarak enfarkta sensitif ve spesifik 

olmalı, iskemi ve hemoraji arasında ayırımı yapabilmeli, erken dönemde salınmalı ve 

enfarktan hemen sonra stabil olarak salınmalı, öngörülebilir bir klirensi olmalı, risk 
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değerlendirme potansiyeli olmalı, terapilere kılavuzluk etmeli ve uygun maliyetli 

metotlar tarafından kantitatif olarak ve hızlıca ölçülebilmelidir. Akut inme açısından 

hasta sonuçlarının düzelmesi için inmenin hızlı ve doğru tanısı yapılmalıdır ve inmenin 

hem önceden tahmininde hem de tanısında inme biyobelirteçleri potansiyel olarak 

yardımcı olabilirler.7 

  

2.1.4. İnmenin Risk Tahmini Ve Tanısı İçin Biyobelirteçler 

 2.1.4.1. Fosfolipaz A2 İle Bağlantılı Lipoprotein 

 Fosfalipaz A2 ile bağlantılı lipoprotein (Lp-PLA2) okside fosfolipidleri hidrolize 

ederek okside yağ asidlerini ve proinflamatuar lizofosfatidilkolini salan bir 50-kDa’luk 

kalsiyum-bağımsız serin lipazdır.15 Lp-PLA2; LDL’ye bağlanır ve bununla sirküle olur 

ve özellikle küçük dansiteli LDL parçacıklarına bağlanır. Lp-PLA2; glikolizasyonun 

yaygınlığına bağlı olarak ayrıca küçük dansiteli HDL partiküllerine de bağlanabilir ve 

bu sayede antiaterojenik olduğu düşünülmektedir. Lp-PLA2 makrofaj zengin 

aterosklerotik lezyonlarda üretilip, eksprese edilmektedir ve ilerlemiş koroner 

lezyonlarda oldukça fazla oranda upregüle edilmektedir. Amerika Gıda ve İlaç 

Bakanlığı (FDA); koroner kalp hastalığı ve inmede uzun dönem prognostik risk 

açısından Lp-PLA2 kullanımını onaylamıştır, bu inme oluşumunda iki kat artışı ve nüks 

durumlarında ise artış oranı 2.54’ü göstermektedir.16, 17 Lp-PLA2 çeşitli büyük klinik 

çalışmaların sonuçlarına dayanan iskemik inme olaylarının bağımsız prediktörü ve 

kardiyovasküler riskin bağımsız inflamatuar belirteçi olarak ortaya çıkmıştır. Plazma 

Lp-PLA2 konsantrasyonu ve iskemik inme riski arasındaki pozitif birliktelik 55 yaşın 

üzerindeki 8000 erkek ve kadından oluşan bir retrospektif prospektif çalışma olan 

Rotterdam çalışmasında gösterilmiştir. Bu kohortta, iskemik inme 6.4 yıllık ortalama 

takip süresi boyunca 110 hastada olmuştur ve yaş/cinsiyet düzeltilmiş tehlike oranı Lp-
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PLA2 aktivitesinin ilk ve 4. çeyreklerinde 2.0 olarak tespit edilmiştir.17 Alternatif lipid 

parametreleri (total kolesterol ve non-HDL kolesterol) kontrol ve inme hastalarında 

benzer bulunmuştur. Benzer düzenleme ile The Atherosclerosis Risk in Communities 

(ARIC) çalışmasında   6 yıllık takip sırasında inme ve kontrol grupları arasında önemli 

derecede temel plazma Lp-PLA2 farkları olan (sırası ile 443 ve 374 μg/L, p<0.001) 

toplam 194 iskemik vaka tanımlanmıştır. Lp-PLA2 ve C-reaktif protein (CRP) 

konsantrasyonları bu çalışmada inme riskinin tanımlanmasında tamamlayıcı rolleri 

vardı. Üçüncü sıradaki Lp-PLA2’li (yaklaşık 422 μg/L) ve CRP >3 mg/L hastalarda 

iskemik inme riski Lp-PLA2’si ilk sıradaki (<310 μg/L) ve CRP <1mg/L’lı hastalardan 

1 kat çok daha fazla idi. LDL kolesterolun konsantrasyonuna bakılmaksızın, Lp-PLA2 

inmeyi bağımsız şekilde predikte etmiştir, bu da her ne kadar Lp- PLA2’nin LDL 

partiküllerince taşınsa bile bunların bulunmasının tek başına LDL’den daha farklı bir 

risk taşıdığını düşündürmektedir.18 

Kadın Sağlığı Girişimi’nin (WHI) çalışması ABD’de yapılan 40 değişik klinik 

merkezde düşük riskli postmenopozal kadınlarda iskemik inmenin prospektif riskini 

değerlendirmiştir.19 Gerçekten de bu populasyonda, rastlantısal inme riski artmış Lp-

PLA2’li kontroller (929 inmeye karşı 935 eşleşmiş kontroller, P<0.003) ile 

karşılaştırıldığında daha fazla olduğu tespit edilmiştir.20 Bununla birlikte, iskemik 

inmenin riskinde her bir standart hata için relatif risk oranı 1.07 olarak bulunmuştur. 

Ayrıca, diğer çalışmaların aksine, inme riski ile artmış CRP konsantrasyonu arasında 

herhangi bir ilişki yoktu. Lp-PLA2 ölçümleri ne kitleyi ne de aktiviteyi ölçer ve 

çalışmalarda hangi ölçümün kullanıldığı ile ilgili çok az birliktelik vardır. Şu anda tek 

bir şirket Lp-PLA2 için FDA onaylı kitini satmaktadır ve bütün aktivite kitleri sadece 

araştırma amaçlı olarak kullanılmaktadır. Lp-PLA2; kit ile ve aktivite ile tam olarak 

olmasa da ilişkili olup, bu muhtemelen aktivite kitlerinde kullanılan substratlardaki 
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değişkenliği nedeniyledir. Aktivite kitlerindeki sonuçlar substrata bağlıdır ve kullanılan 

substrat ile diğer plazma fosfolipazlarının karşılıklı etkileşimi açık değildir; potansiyel 

analitik değişkenin bu kaynağı çok iyi tanımlanmamıştır. Ancak, Lp-PLA2 kitle kitinin 

kendi analitik sorunlarının olabileceğini belirtmekte fayda vardır. Belki de 

günümüzdeki üçüncü kuşak kitlerin bilinmeyen instabilitesiyle bağlantılı olarak, kit ile 

ölçümlerini kullanan çalışmalar değişik sonuçlar çıkarmıştır. Eğer Darapladib gibi oral 

inhibitörleri kullanarak Lp-PLA2’yi azaltma stratejilerinin, inme ve kardiyovasküler 

risk azalmasında faydalı olduğu kanıtlanır ise kitle ve aktivite kitlerinin 

standartizasyonunun gerçekleşmesi kritik olacaktır. Her ne kadar full analitik 

karakterizasyon Lp-PLA2’yi optimal klinik kullanıma getirmek için gerekli ise de, 

mevcut kanıtlar inme riskinin prediksiyonu için potansiyel olarak önemli bir belirteçi 

göstermektedir.7 

 

2.1.4.2. Matriks Metaloproteinler 9 

Matriks metalloproteinazlar (MMPler) ekstraselüler matriks proteinlerinin 

turnover ve yıkımından sorumlu çinko ve kalsiyum bağımlı endopeptidazların bir 

ailesidir. Doku yeni modellenmesi, inflamasyonda, anjiogenesizde ve tümör hücresi 

metastazında MMP aktivitesinin regülasyonu önemlidir.21, 22 Zimojen olarak sekrete 

olunan (pro-MMPler) MMP’ler değişik proteinazlar tarafından aktive olunurlar ve 

bunların aktivitesi metalloproteinazların doku inhibitörleri ve α 2-makroglobulinin 

karşılıklı etkileşimi ile regüle edilirler. MMP-9’un serebral doku ekspresyonu normal 

olarak tespit edilemeyecek kadar minimaldir, ama MMP-9’da artış iskemik beyin 

dokusunda 16 yıl önce keşif edilmiştir.23, 24 MMP-9’un up regülasyonu yaralanmaya 

cevap olarak beyinde gerçekleşir ve hemostazı devam ettirebilmek için gerekli olan 

ekstraselüler matriks proteinlerinin yıkılması ile inmede santral patolojik rol oynadığı 
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tahmin edilmekredir. İnmenin gerçekleşmesinden sonra, kontrolsüz MMP ekspresyonu 

ve aktivitesi proteolize ve bu da kan beyin bariyerinin sızdırmasına ve hücre ölümüne 

neden olduğu sanılmaktadır.25-28 

MMP-9’un salınım şekli tam olarak ortaya konmamıştır ama bundaki artışlar acil 

servise başvurduktan sonra sağlıklı kişilerle karşılaştırıldığında hem iskemik hem de 

hemorajik inmede görülmektedir bu da salınımdan tespitine kadar göreceli olarak kısa 

bir zaman periyodunun (saatler) olduğunu düşündürmektedir.29, 30 Akut MMP-9 

konsantrasyonları enfarktın boyutu, kötü nörolojik sonuç ve hemoraji transformasyon 

komplikasyonları ile bağlantılı olduğu değerlendirilmektedir.29, 31, 32 Hastaneye kabulde 

değerlendirilen MMP-9 konsantrasyonları difüzyon-ağırlıklı MRG ile ölçülen enfarkt 

hacminin bir prediktörü olarak tanımlanmıştır ve biyobelirteç inme lezyonun büyümesi 

hatta trombolitik terapinin daha fazla uygulanması ile daha fazla korele olduğu tespit 

edilmiştir.33, 34 Ayrıca, hipotermi gibi diğer terapilerle başlangıç çalışmasının 

karşılaştırılması, MMP-9 konsantrasyonun rtPA(recombinant tissue Plasminogen 

Activator) alan hastalarda arttığını düşündürmüş bu da muhtemel “washout” (yıkama) 

fenomeni düşündürmüştür.35 Yeni olarak yapılan bir çalışma rtPA ile tedavi edilen inme 

hastalarında kan MMP-9 konsantrasyonunun bu tedaviyi almayanlara göre oldukça 

arttığını teyit etmiştir.36 İskemik inme sırasında zararlı MMP’nin etkilerinin hipotezi ile 

uyumlu olarak, hiperakut MMP-9 kan konsantrasyonu rtPA uygulamasından sonra daha 

fazla hemorajik komplikasyonların bir prediktörü olarak ortaya çıkmıştır.33 Teknik 

olarak bütün MMP-9 kitleri standartize olmamış enzim immünoassaydir; bu yüzden cut 

off’lar ve analiz karakteristikleri bir çalışmadan diğerine farklılık gösterebilmektedir. 

İnme patogenezinde MMP-9’un muhtemelen ikili rolü vardır, bunlardan birincisi 

inme sonrası kan-beyin bariyerinin bozulması, nöronal hücre ölümü ve hemoraji, 

ikincisi ise doku tamiri fazından sonraki nörovasküler remodelling ve beyin 
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rejenerasyonu sırasındaki iyileşme rolüdür. Deneysel ve klinik veriler MMP’lerin ilerde 

işe yarayabileceğini ve edip etmediğini değerlendirilmiştir. Sadece 25 hastanın NR2Ab 

(NMDA receptor antibody) preoperatif konsantrasyonu yaklaşık 2.0 μg/L idi, ama 25 

hastanın 24’ünde postoperatif olarak 48 saat içinde nörolojik komplikasyon gelişmiştir. 

Bu yüzden, NR2Ab yüksek riskli kişilerde nörolojik olayların prediksiyonu için 

kullanışlı olabilir. Otoantikorların prodüksiyonu için in vivo belli bir zamana ihtiyaç 

vardır ve inme semptomlarının başlamasından sonra potansiyel olarak serum NR2Ab 

ölçümünün hemen değerlendirilmesini sınırlandırmaktadır. Bu nedenle, NR2 peptid 

fragmanları iskemik olay sonrası fragmanlar hemen oluştuğu için daha uygun bir hedef 

olabilirler. NMDA reseptör kitleri ilerde inme biyobelirteçleri için önde gelenlerdendir 

ve çalışmanın çoğaltılması daha büyük fazla sayıda çalışma ile sonuçlanacaktır ve bu da 

potansiyel önyargıların eliminasyonu için gereklidir.7 

 

2.1.4.3. Glial Fibriller Asidik Protein 

Glial fibriller asidik protein (GFAP) beyin astrositlerine spesifik monomerik bir 

filament proteindir.37 Her ne kadar GFAP’nin tam olarak rolü bilinmese de, değişik 

nöronal hücresel işlemlerde görevlidir ve kısmen kan-beyin bariyerinde nöronal 

fonksiyonlardan sorumludur. GFAP ile ilgili ilk başlangıç çalışmalar kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında pik konsantrasyonun semptomların başlamasından sonra iki ile 

dördüncü günlerde olduğunu ve iskemik stroklu hastalarda serum konsantrasyonlarında 

artış tespit edilmiştir.38-40 GFAP’nin uzamış sensitivitesi ve spesifitesi inme ayırıcı 

tanısında bunun kullanımının mümkün olabileceğini düşündürmüştür, İSK başlaması 

tipik olarak hızlı olduğu için, herhangi bir parenkimal yaralanma astroglial hücrelerden 

GFAP’nin salınımı ile sonuçlanır.  
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Foerch ve arkadaşları tarafından yapılmış olan bir prospektif çalışma inme 

semptomlarının başlamasından 6 saat içinde hastaneye kabul edilen 135 hastada 

yapılmıştır. Kan örnekleri hastaneye gelir gelmez alınmış ve hastaların MRG ve 

bilgisayarlı tomografi (BT) görüntülerine göre iskemik veya hemorajik inme tanıları 

konmuş. Otomatik enzim immünoassay kullanarak, serum GFAP İSK’lı hastaların %81 

inde tespit edilirken iskemik inmeli hastaların sadece %5 inde tespit edilmiştir. Ek 

olarak, serum GFAP konsantrasyonları İSK hastalarında çok daha fazla olduğu ve 

ortalama kayıt edilen değer iskemik stroklu hastalar için 111.6 ng/L ye karşı 0.4 ng/L 

idi (p<0.001). 2.9 ng/L’lik cutoff’da, İSK ve iskemik inme ayırımı için GFAP’nin 

tanısal sensitivitesi %79 iken spesifitesi %98 olarak bulunmuştur (p<0.001).37 Aynı 

grupla daha sonra yapılan bir çalışmada, GFAP için fırsat penceresi İSK ve iskemik 

inme arasında ayırımı yapmak için inme semptomlarının başlamasından sonraki 2-6 saat 

arasında olması gerektiği tespit edilmiştir.38 Bu zaman çerçevesinde tanısal doğruluk 

%83-%88 arası idi. GFAP semptomların başlamasından 0-2 saat arasındaki tanısal 

değerinin düşük olduğu gösterilmiştir, ancak hastaların küçük bir oranı bu zaman 

diliminde hastaneye kabul edildi veya triaj edildi. S100β, nöronspesifik enolaz (NSE), 

GFAP ve aktive protein C-protein C inhibitör kompleksi(APC-PCI)’nin 97 inme 

hastasından oluşan kohort çok merkezli değerlendirilmesi GFAP’nin iskemik inmeden 

İSK’yı ayırabileceğini gösterilmiştir (p=0.005) ve bununla ilgili herhangi bir sonuç 

S100β (P=0.13) ile NSE (P=0.67) ile veya APC-PCI ile (P=0.84) gözlemlenmemiştir. 

GFAP ile APC-PCI’nin NIHSS skoru ile kombinasyonu tanısal bir sensitivite ve 

%100’lük negatif prediktif değer sağlamıştır ve bu da İSK’nın hızlıca dışlanmasını ve 

potansiyel olarak erken dönemde rtPA’nin başlamasını sağlamaktadır.  
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GFAP için mevcut olan tek kit enzim immünoassayler olup bunlar da şimdilik 

standardize edilmemişlerdir. GFAP ilginç ön klinik gözlemler göstermiştir ve bu da 

bunun hemorajik inmede bir belirteç olabileceği savını kuvvetlendirmektedir.7 

  

2.1.4.4. PARK7 

PARK7 (DJ-1 olarakta bilinir) protein ilk olarak bir onkojen olarak 

tanımlanmıştır ve daha sonra Parkinson hastalığı ile bağlantılı otozomal resessif gen 

olarak tanımlanmıştır.41, 42 PARK7’nin mekanistik karışıklığı bilinmemektedir ama 

günümüzdeki hipotezler bunun nörolojik oksidatif stres hasarında ve işlemlerdeki tamir 

rolünde etkin olacağı şeklindedir. Lescuyer ve arkadaşları PARK7 geninin ölüm 

öncesine göre karşılaştırıldığında artmış olan ölüm sonrası BOS proteinin kohortunda 

tanımlamıştır.43 ELİSA tekniği kullanılarak plazma PARK7 konsantrasyonlarının 

analizi, semptomların başlamasından sonraki 30 dakika ile 3 saat arasındaki herhangi 

bir yerde olan artmış konsantrasyonu ile inme hastalarında kontrolle karşılaştırıldığında 

önemli derecede artış tespit edilmiştir (p<0.001). 14.1 μg/L lik bir PARK7 cut off 

kullanarak tanısal sensitivitesi %54, spesifitesi %90 olan sonuç elde edilmiştir. Fakat 

PARK7’nin artması inme tiplerini ayırmada yeterli olamamaktadır (iskemik, hemorajik 

veya GİA); böylelikle artmış bir sonuç İSK tanısını görüntüleme ile daha fazla 

dışlamadan rtPA’nin hızlı şekilde başlanmasına izin vermemektedir. Akut klinik 

açısından PARK7’nin performansını optimize ve analiz edecek daha fazla çalışmaya 

ihtiyaç vardır.7 
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2.1.4.5. Nükleosid Difosfat Kinaz A 

Nükloesid difosfat kinaz A (NDKA) enzimleri değişik nükleosid difosfatlar 

arasındaki fosfatların değişimini katalize eder. NDKA nöronlarda eksprese edilir ve 

inme sonrası iskemik kaskadda görev aldıklarına inanılır. NDKA, PARK7 ile birlikte 

tanımlanmış ve çalışılmıştır, benzer araştırma grubunca ELİSA ile analiz edilmiştir.44 

PARK7’ye benzer şekilde, plazma NDKA konsantrasyonları semptomların 

başlamasından sonra artmıştır. NDKA’nın bildirilen tanısal sensitivitesi PARK7 ile 

karşılaştırıldığında hafifçe düzelmiştir (%67).Yukarıda anılan diğer biyobelirteçlere 

benzer şekilde, tanısal sensivitesinin eksikliği inme hastalarında NDKA’nın kullanımı 

zorlaştırmaktadır; bununla birlikte NDKA’nın mükemmel spesifitesi bir multibelirteç 

panelle yapılacak çalışmalarla desteklenebilir.7 

 

2.1.4.6. Asimetrik Dimetilarginin (ADMA) 

Metilargininler, L-argininin posttranslasyon metilasyonu ile sentez edilirler ve 

proteoliz sonrası dimetilargininler olarak salınırlar. Asimetrik dimetilarginin (ADMA) 

ve simetrik dimetilarginin (SDMA) kan, idrar ve BOS’da tespit edilebilir.7 

SDMA; inaktif iken, ADMA geniş çaplı olarak endotelial disfonksiyona neden 

olan nitrik oksit sentazın potent bir inhibitörüdür. Bu yüzden, artmış plazma ADMA’nın 

inme riskinin prediksiyonu için bir belirteç olduğu düşünülmekte ve hipertansiyon,45-47 

diyabet,48 hiperhomosisteinemi,49, 50 sol ventriküler hipertrofi ve hiperkolesterolemiyi  

içeren klasik diğer kardiyovasküler risk faktörleri ile ilişkilidir. ADMA düzeyleri; 

ELİSA veya HPLC, LC-MS/MS ile diğer yapısal izomerlerden ADMA’nın ayrılmasını 

sağlayan metotlar ile hassas şekilde analiz edilebilmektedir. Birçok klinik çalışmalar, 

plazma ADMA’nın inme riski ile korele olduğunu göstermektedir. Yoo ve Lee, 52 inme 

hastası ve 36 sağlıklı kontrolu değerlendirmiş, sonuçta da nüks inme (ortalama: 2.28 
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μmol/L), başlangıç inme (ortalama: 1.46 μmol/L) ve kontrol arasında ADMA 

konsantrasyonlarında önemli farklılıklar saptamışlardır. Kontrol grubunun 90. 

persentilinin (>1.43 μmol/L) üzerine çıkması çalışılan yaşlı populasyonda inme riskini 

artırmıştır.51 Göteburgda 880 kadın hastada yapılan bir populasyon çalışması yapılmış 

ve 24 saat boyunca ADMA’da hafif bir artış (0.15 μmol/L), miyokardial ve inmede %30 

artışa eşlik ettiği ve üstteki beşlik dilim değer ADMA konsantrasyonları (yaklaşık 0.71 

μmol/L) en büyük relatif risk (RR) ile bağlantılı olduğu tespit edilmiştir.52 Bununla 

birlikte The Framingham Offspring çalışması aynı anda nörogörüntüleme çalışması 

bulunan 1013 hastada plazma ADMA konsantrasyonlarını değerlendirmiştir. ADMA 

bağımsız olarak MRG anormalliklerin artmış prevalansı ve inme için önemli bir risk 

oluşturan klinik semptomların yokluğundaki lezyonlar ile birlikte tespit edilmiştir.7 

Sonuç olarak, ADMA kardiyovasküler mortalite, endotelial disfonksiyon ve 

inme riski ile ilişkili yeni bir biyobelirteç olacak gibi gözükmektedir ancak bunun klinik 

kullanımda geçerli olması için daha fazla çalışmaya ve metodun geliştirilmesine ihtiyaç 

vardır. 

ADMA; günümüzde ELİSA, HPLC, GC-MS/MS ve LC-MS/MS gibi çeşitli 

analitik metodlarla yüksek hassasiyette analiz edilebilmektedir.53 

Bu doktora tez çalışmasında ADMA ölçümü için ticari kit eşliğinde ters faz 

HPLC metodu kullanıldı.  

 

    2.2.  Nitrik Oksit (NO) 

1980’de Furchgott ve Zawadzki, endotel hücresinde asetilkolin uyarısı ile 

sentezlenen ve damar düz kaslarında gevşemeye yol açan bir maddenin varlığını 

gösterdiler. Bu madde endotel kaynaklı gevşetici faktör (EDRF) olarak adlandırıldı.54 

1987 yılında Palmer ve arkadaşları vasküler endotel hücrelerden nitrik oksit (NO) adlı 
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gevşemeye yol açan bir madde salındığını, bu maddenin etkilerinin EDRF’den farklı 

olmadığını bildirdiler.55 Günümüzde EDRF ve nitrik oksit aynı madde olarak kabul 

edilmektedir. Son dönemlere kadar fizyolojik bir ileti molekülü olarak bilinen NO’in 

artık sinir sistemi, kardiovasküler sistem ve immün sistemde major bir düzenleyici 

molekül olduğu bilinmektedir. Normal fonksiyonları dışında septik şok, hipertansiyon, 

inme ve nörodejeneratif hastalıkların patofizyolojisinde de rol oynadığı kanıtlanmıştır.56 

Bu şekilde başlayan NO ile ilgili araştırmalarda 1991’den sonra aşırı derecede 

artış oldu. Bu çalışmalar sonucunda, fizyolojik ve patolojik olaylardaki rolü hakkında 

daha fazla bilgi edinilen NO, 1992 yılında yılın molekülü seçildi.57 

Lipid ve suda çözünen serbest radikal bir gaz olan nitrik oksit (NO), nitrojen 

dioksid (NO2 ·) gibi diğer radikaller, nitrit (NO2
- )  gibi orta derecede stabil anyonlar, 

nitrat (NO3 ) gibi dayanıklı anyonların yanında, dinitrojen trioksid (N2O3 )gibi 

dayanıksız oksitler ve peroksinitrit (ONOO- ) gibi dayanıksız peroksitler oluşturur. 

Düşük pH’da biriken nitrit (NO2
-) proton kazanarak nitröz aside (HNO2) ve daha sonra 

dismutasyonla NO’e dönüşür. NO, thiollerle reaksiyona girerek RSNO gibi depo 

formlar oluşturur. Bu depo formların bir elektron kaybetmesiyle sülfhidrifilik 

reaktanlar, nitrosonium (NO+) oluşur. Bu formların birçoğu biyolojik olarak bir kaç 

saniye gibi kısa bir sürede oluşmaktadır.58 

 

2.2.1.  NO’nun Sentez ve İnhibisyonu 

Paramanyetik serbest bir radikal olan NO, nitrik oksit sentaz (NOS) denilen 

enzim ailesi tarafından, bir aminoasit olan L-arginin’in terminal guanidin grubunun 

NO’e çevrilmesiyle üretilir (L-arginin-->NO+L-sitrulin). Bu oluşum esnasında 

moleküler oksijen ile, kofaktör olarak, nikotinamid adenin dinükleotid (NADPH), flavin 
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adenin dinükleotid, flavin mononükleotid ve tetrahidrobiyopterin (BH4)’e ihtiyaç vardır 

(Şekil 2.1, 2.2 ve 2.3).59  

Bu şekilde üretilen ve işlevini yerine getiren NO, hızla hemoglobin, metilen 

mavisi ve süperoksit anyonu tarafından nötralize edilir veya 10 saniye içinde nitrat veya 

nitritlere dönüştürülür.60 

NOS, fizikokimyasal ve kinetik özelliklerine göre iki gruba (yapısal ve 

uyarılabilen) ayrılır. NOS’ları sentezleyen 3 gen bulunur ve bu genlerden herbiri bir 

NOS izoformunu oluşturur (NOS1, NOS2, NOS3).
61, 62 

Sırasıyla kromozom 12 ve 16 tarafından kodlanan, NOS1 ve NOS3 fizyolojik 

şartlarda ilgili reseptörlerin uyarılmasına cevap olarak aktif hale geçerler. Nöronal 

(nNOS) ve endotelyal (eNOS) olarak ta bilinen NOS1 ve NOS3, aktif hale gelmek için 

Ca+2’a ihtiyaç duyar ve bu nedenle yapısal NOS olarak adlandırılırlar. "Nöronlardan ve 

endotelyal hücrelerden izole edilen yapısal NOS’in sentez süresi kısa ve üretilen NO 

miktarı çok düşüktür. Bunun sebebi, hücre içi iyonize kalsiyum konsantrasyonu 

azalmaya başladığı anda enzimin inaktif duruma geçmesidir.63, 64 

Diğerlerinin aksine, hücre içinde bulunmayan NOS2, kromozom 7 tarafından 

kodlanır. Endotoksin ve/veya değişik sitokinlere cevap olarak makrofajlar ve diğer 

hücre tiplerinin uyarılmasıyla Ca+2’dan bağımsız olarak salgılanan ve normal şartlarda 

gösterilemeyen NOS2’ye indüklenebilen veya uyarılabilen NOS (iNOS) adı verilir. Bu 

izoforma ayrıca immunolojik NOS da denilmektedir. Özellikle bakteri 

lipopolisakkaritleri ve interferon-γ (IFNγ) ile uyarılan makrofajlar bol miktarda NO 

üretirler. Bu şekilde iNOS’le üretilen NO sentezi saatlerce hatta günlerce devam 

edebilir.65,73,76 NO’nun üretilmesi için gerekli olan L-arginin / NO yolu L-NMMA, L-

NA, L-NAA, 7-NI, L-NIO gibi L-arginin analogları ve L-argininin guanidium kısmına 

benzeyen, bir çok amino asit türevleri tarafından inhibe edilebilir. NOS’i inhibe eden bir 
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diğer madde grubu da glukokortikoidlerdir. Tüm izoformlara etki gösteren bu 

inhibitörlerin izoformlar arasında, kısmen de olsa, bir seçicilikleri vardır. 65-67 

 

 

 

 

Şekil 2.1. NO’in L-Argininden sentezinin basamakları.68 
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Şekil 2.2. NO sentezinin kofaktörleri 
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Şekil 2.3. Endotelyal hücrelerde NO sentezi. 69 
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Şekil 2.4. eNOS (NOS3) sinyalizasyonu.69 

 

Şekil 2.4’de görülmekte olan optimal NO üretiminin gerçekleşmesi için gerekli 

olan süreç aşağıdaki basamaklardan oluşmaktadır:  

1. eNOS’un caveolae’ya (hücre memranındaki invajinasyonlar)  lokalizasyonu, 

etkili NO sentezi için gereklidir ve miristoylasyon (myr)  kotranslasyonuna 

gerek duyduğu gibi, eNOS’un posttranslasyonel palmitoylasyonuna da 

(palm) gerek duyar.  

2. Caveolae’nın major dış proteini olan Caveolin-1, eNOS ile birleşerek 

eNOS’un inhibisyonuna neden olabilir. Bu inhibitör bağlanmanın 

engellenmesi eNOS aktivasyonu için gereklidir.  
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3. Kalmodulin (CaM), eNOS’un temel allosterik aktivatörüdür. CaM’in 

spesifik bölgesine bağlanması, eNOS’un redüktaz segmentinden katalitik 

merkezine olan elektron transfer hızını arttırır.  

4. eNOS aktivitesi, serin 1177 (ser 1177) parçasının fosforilasyonu ile regüle 

edilir. Fosforilasyonun aktivasyonu kinaz Akt ve ısı şok protieni 90 (Hsp 

90)’a ihtiyaç duyar. Hsp 90, eNOS ve Akt arasında köprü vazifesi görür.  

5. Subsrat L-argininin eNOS’un katalitik bölgesine bağlanması kompetitif  

antagonisti olan asimetrik dimetil arginin tarafından inhibe edilir.  

6. NO sentezi için BH4 kofaktör olarak gereklidir. BH4’ün azalması; eNOS’un 

ayrışmasına yol açar, buda eNOS tarafından oluşturulan NO yerine 

süperoksit (O2 -) üretimiyle sonuçlanır. 

7. NO düzenli bir şekilde oluşturulsa dahi devamında oluşan süperoksit anyonu 

tarafından inaktive edilir (özellikle yüksek oksidan stres durumlarında).  

 

Kan akış gerilimi, eNOS ekspresyonunu arttırır. ADMA, NO’i inhibe eder, 

artmış ADMA seviyeleride endotel disfonksiyonu ve ateroskleroz ile ilişkilidir. 

Kolesterol sentez yolunda bir ara faktör olan, isoprenoid geranilgeranil pirofosfat eNOS 

sentezini inhibe eder. eNOS’un farmakolojik inhibitörleri ise; L-arginin analogları olan 

L-N-monometil arginin (L-NMMA) ve L-nitroarginin metilesterdir (L-NAME) .69  
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Tablo 2.2.1.1. NO salımına yol açan sebepler.67, 70 

 

 

Nörotransmitterler (Asetilkolin ve Noradrenalin) 

 

Trombositlerden salınan maddeler (Serotonin, Adenozin di fosfat) 

 

Koagülasyon sırasında oluşan maddeler (Trombin) 

 

Damar duvarında oluşan otakoidler (Histamin, Bradikinin ve Endotelin) 

 

Pulsatil stres ve akımın shear stresi (kan akış gerilimi) 

 

 

 

 

2.2.2. NO’in Fizyolojik ve Fizyopatolojik Etkileri 

Temel haberci moleküllerden biri olan NO hücre membranını geçerek demir 

ve/veya sülfür içeren proteinlere bağlanır.70 Özellikle nöronlarda ve damar düz kas 

hücre membranında bulunan guanilat siklazı aktive eden NO, damar dilatasyonu, 

sinirlerden uyarı geçişi gibi fonksiyonları gerçekleştirir.71 

eNOS (NOS3) tarafından sentezlenen endotel kaynaklı NO, bazal vasküler 

tonusun önemli bir belirleyicisidir. Bu şekilde sistemik dolaşımı regüle eden NO, kalp, 

karaciğer, beyin gibi organların lokal dolaşımlarının düzenlenmesine de katkıda 

bulunur.72 eNOS eksikliği hipertansiyona sebep olur. Bu ilişki deneysel çalışmalarla 

gösterilmiştir. Gerek NOS inhibitörlerinin kullanıldığı, gerekse eNOS genlerinin 

inaktive edildiği deneylerde, ratlarda hipertansiyon geliştirilmiştir. Kronik böbrek 

yetmezliklerinde dimetilarginin’in plazma konsantrasyonlarının arttığı, bunun NOS’in 

aktivasyonunu inhibe ederek hipertansiyona neden olduğu tespit edilmiştir.73 Endotel 
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kaynaklı NO’in damar bütünlüğünün korunması, lökositlerin endotel hücrelerine 

yapışmasının ve düz kas hücre proliferasyonunun önlenmesi gibi etkilerinin yanında 

trombosit adezyonu ve agregasyonunu inhibe etme etkileri de vardır. Bu yüzden 

kardiyovasküler hemostazda, kritik rolü olan endotel kaynaklı NO’nun aterogenezi 

inhibe ettiği söylenebilir. NO bu etkisini, prostasiklinle sinerjist bir etkileşimle sağlar.74 

Gerçekten de hipertansiyon, hiperlipidemi, sigara içme ve diabet gibi ateroskleroza 

zemin hazırlayan faktörlerin tümü, anormal endotel fonksiyonları ve biyoaktif NO 

seviyelerinde azalma ile birliktedir. Bu, molekülün gerçek eksikliğine veya oksijen 

türevi gerçek radikallerle reaksiyona girerek inaktive olmasına bağlıdır. Trombositler de 

ayrıca NO sentez ederek, trombosit aktivasyonunun kontrolüne katkıda bulunurlar.75-77  

Sinir sisteminde major izoform olan nNOS tarafından sentez edilen ve merkezi 

ve periferik sinir sisteminde de aracı madde olarak görev yapan NO, nörokimyasal 

sistemin önemli bir parçasıdır. NO, merkezi sinir sisteminde hafıza oluşumu, sinirsel 

aktiviteler, serebral kan akımının koordinasyonu ve ağrının hafifletilmesi gibi birçok 

fizyolojik fonksiyonda aracı madde olarak rol alır. Ayrıca hafıza ve öğrenme 

fonksiyonuyla da ilgili olduğuna dair birçok kanıt vardır.78, 79 Bunun dışında koku alma 

ve görme işlevinde de rol aldığı tespit edilmiştir.80 Endokrin sistem üzerine yapılan 

birçok çalışma, NO’nun hipotalamik-pitüiter aks’ta hormon salınımını düzenlediğini 

göstermiştir.81  

Günümüzde artık nörojenik vazodilatasyonun bazı formlarına aracılık eden, 

belirli gastrointestinal ve genitoüriner fonksiyonları düzenleyen ve önceden 

nonadrenerjik nonkolinerjik (NANC) olarak bilinen, periferik sinir sisteminde yaygın 

olarak yerleşmiş bazı sinir ağlarının (Nitrerjik sinirler), NO salgıladıkları 

bilinmektedir.82 
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NOS, gastrointestinal sistemde mezenterik pleksustaki nöronlarda 

bulunmaktadır.83 NO hayvanlarda mide içi basınca karşı mideyi dilate ederek, yeni 

duruma uyumu sağlamakta ayrıca gastrointestinal sistemin sfinkterlerinde gevşemeye 

yol açarak, bu organların fizyolojik fonksiyonlarının düzenlenmesine katkıda 

bulunmaktadır.84 NOS’un pelvik pleksus, kavernosal sinir, derin kavernosal arterlerin 

adventisyası ve penis sinüzoidlerinde yüksek konsantrasyonlarda olduğu, NO’nun penis 

ereksiyonu sağlayan dokularda NANC nörotransmitter olarak görev yaptığı tespit 

edilmiştir. Bu yüzden erektil impotans tedavisinde NO’in penil ereksiyon yapıcı 

etkisinden yararlanılmaktadır.85 Son çalışmalar, serebral kan akımını düzenleyen NO’in 

hem endotelyal hücrelerde, hem de adventisya içindeki otonomik sinirlerden 

salgılandığını göstermiştir.86 

Sinir sisteminde, nNOS’in yanı sıra, enfektif ve toksik etkilere karşı oluşan glial 

aktivasyon durumunda oluşan iNOS’un ürettiği NO’nun enfeksiyon ajanlarına karşı 

mücadelede önemli bir fizyolojik rol oynadığı tespit edilmiştir. Bu şekilde oluşan NOS 

aktivasyonuna bağlı olarak oluşan NO’nun ayrıca, Parkinson, Alzheimer hastalığı ve 

multipl sklerozun (MS) patogenezinde rol oynayabildiği düşünülmektedir. Yine 

menenjitte artan NO üretiminin, bu şekilde nörolojik sekellere katkıda bulunduğu 

tahmin edilmektedir.87, 88 

Düşük konsantrasyonun aksine, yüksek konsantrasyondaki NO, nörotoksik bir 

döngüyü başlatır.89, 90 Fokal iskemide, inmede, Alzheimer ve Huntington gibi 

nörodejeneratif hastalıklarda, NO’in N-methyl-D-aspartate (NMDA) reseptörlerini 

etkileyerek ortaya çıkardığı aşırı miktarda glutamat’ın hücre ölümünde etkili olduğunu 

gösteren kuvvetli deliller vardır. NMDA’ın aktivasyonu muhtemelen intrasellüler 

kalsiyumda artışa neden olmakta, bu da glutamat nörotoksisitesini başlatmaktadır.91 NO, 
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bu tür nörotoksisitenin dışında, merkezi sinir sisteminde oksijen nörotoksisitesi, AIDS 

demansındaki gibi başka tür nörotoksisitelere de kısmen aracılık edebilmektedir.92, 93  

Ayrıca, NO’in miyelin üreten oligodendrositlere de direkt toksik etki yaparak, 

merkezi sinir sisteminin inflamatuar rahatsızlıklarında rol oynadığı söylenmektedir. 

NO’nun bu etkilerine karşı NOS inhibitörlerinin koruyucu etki yaptığı gösterilmiştir. 

Yapılan bir çalışmada migrenlilerin NO’e aşırı derecede hassas olduğu gösterilmiştir.94, 

95  iNOS vasıtasıyla üretilen makrofaj kaynaklı NO bakteri, parazit ve tümör 

hücreleri üzerine sitotoksik etki yaparken, DNA ve RNA virüslerinin bazılarının 

yayılmasını önler. NO bu etkilerini, bazı enzimlerdeki duyarlı demir gruplarına 

bağlanarak, çoğalmayı sağlayan anahtar metabolik yolların blokajına yol açarak ve 

oksijen ile birleşip, güçlü hücresel toksinler olan hidroksil radikali ve antioksidanları 

ortaya çıkararak gösterir. Hücrelerin doğrudan öldürülmesini sağlayan ve intrasellüler 

viral replikasyonu inhibe edebilen önemli bir aracı madde olması nedeniyle NO’i 

doğrudan birincil savunma sistemi olarak kabul edilinebilir.96-99  Retiküloendotelyal 

sistemle birlikte dolaşımın immünolojik filtreleri gibi görev yapan, karaciğer ve akciğer 

hücrelerinde de, makrofaj aktivasyonu ve NO sentezi ile doğrudan bağlantılı ve kansere 

karşı direnci arttıran nonspesifik immün olaylar mevcuttur.58, 96 

Yapılan çeşitli araştırma sonuçlarına göre, NO’in serebral iskemide dual bir rolü 

olduğu anlaşılmaktadır. eNOS enzimi tarafından iskeminin akut fazında salınan NO, 

serebral kan akımının devamlılığını sağlamaya yönelik, dolayısı ile koruyucu bir rol 

oynar. Yine hemen hemen aynı dönemde salınan nNOS kaynaklı NO ve saatler sonra 

salınan iNOS kaynaklı NO ise nörotoksik etki gösterir.100-103  

Yapısında çiftleşmemiş bir elektron bulunduran NO bir serbest radikal olarak 

kabul edilebilir.104 NO’in en iyi bilinen biyolojik hedefleri; oksijen geçiş metalleri, 

demir sülfür içeren proteinler ve hem içeren proteinlerdir. NO’in, yapısında bu 
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maddeleri içeren enzimlerle reaksiyona girerek, mitokondriyal solunumu inhibe edip 

hücre içi enerji üretimini bozarak hücre ölümüne yol açtığı iddia edilmektedir.103, 105 

Değişik otoimmün bozukluklar üzerine yapılan araştırmalarda, lupus, romatoid 

artrit, osteoartrit gibi vaskülit ve romatizmal hastalıklarda da, NO’in aşırı miktarda 

üretildiği saptanmıştır.105 

Artmış NO aktivitesi ile ilişkili olan bazı hastalıklar şunlardır: Septik şok, 

reperfüzyon hasarı, gastroözofageal reflü, ülseratif kolit, diabetes mellitus, graft versus 

host reaksiyonu ve allograft rejeksiyon.106 Öte yandan, iskemik hasar, hipertansiyon, 

ateroskleroz ve vaskülopatiler, akalazya, doğuştan pilor stenozu ve Hirschsprung 

hastalığında da NO aktivitesinin azaldığı gösterilmiştir.67 

 

2.3.  Metilargininler ve Metabolizmaları 

ADMA, L-NMMA ve SDMA başlıca metil arginin türevleridir. Metilargininler 

proteindeki arginin rezidülerinin posttranslasyonel modifikasyon ile metillenmesi 

sonucu oluşan türevlerdir. Bu metilasyonu protein arginin metil transferaz (PRMT) 

enzimi katalizler ve proteinlerin içindeki argininin guanido azotuna 1 veya 2 metil 

grubu aktarımı gerçekleşir. Reaksiyonda metil grubu vericisi olarak S- adenozil 

metiyonin kullanılır.107, 108 

PRMT enzimlerinin bilinen iki alt grubu vardır (Tip1 ve Tip2). PRMT 

reaksiyonları sonucu monometilasyon yada dimetilasyon vuku bulur. Dimetilasyon 

neticesinde Tip1 PRMT kullanılarak ADMA, Tip2 PRMT kullanılarak SDMA ve 

monometilasyon sonucu L-NMMA oluşur. Metillenmiş proteinler hidrolizlenerek, 

sitozolde serbest metilarginin oluşumu sağlanır.109 

 Tip1 PRMT en çok rastlanılan tipidir ve kardiovasküler sistemde kalp, düz kas 

hücreleri ve endotelyal hücrelerde bulunduğu gösterilmiştir.73, 109, 110 Artan LDL ile 
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birlikte artmış Tip1 PRMT ekspresyonu ile ADMA düzeylerinin LDL ile pozitif 

korelasyonu olduğu gözlemlenmiştir. Endotelyal hücre kültürlerinde LDL, oxLDL 

konsantrasyonu artışı PRMT gen expresyonu artışına neden olur. Bu etki ADMA 

oluşumundaki değişikliklerle korele gözükmektedir. Tip1 PRMT aktivitesi sonucu 

oluşan ürünlerin NOS’u inhibe edebilme özelliği vardır.111 

Tip2 PRMT, SDMA oluşumunda rol oynar. SDMA’nın NOS’u inhibe etme 

özelliği yoktur. Tip2 PRMT’lerin akciğerlerde fonksiyonel olduğu ve hipoksinin 

akciğerde PRMT 2 ekspresyonu ve akciğer ADMA konsantrasyonlarında düzenleyici 

olduğu gösterilmiştir. 112 

Metilargininlerin bir kısmı renal yolla atılır. SDMA tamamıyla renal yolla 

atılırken ADMA’nın yıkımı dimetilarginin dimetil aminohidrolaz (DDAH) enzimiyle 

sitrülin ve dimetilamine yıkılması şeklindedir.113, 114 

 

2.4. ADMA 

1992 yılında Vallance ve arkadaşları ADMA’yı ilk olarak insan plazma ve 

idrarında NO sentazın endojen inhibitörü olarak tanımlamışlardır.73 

ADMA, arginin rezidülerinin metillenmesi esnasında PRMT enzimi tarafından 

sentezlenir. ADMA’dan başka SDMA ve L-NMMA’da sentezlenir (Şekil 2.4.5 ve 

2.4.6). 

ADMA kadar güçlü olan L-NMMA’nın plazmadaki konsantrasyonları 

ADMA’dan 10 kat daha düşüktür. SDMA’nın plazmadaki konsantrasyonları ADMA 

kadar olsa da, NOS üzerinde herhangi bir etkisi yoktur.73 
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Şekil 2.5. Arginin ve metilargininler 115 

 

ADMA, SDMA ve L-NMMA’nın üçü de PRMT enzimleri tarafından 

sentezlenir. Bu enzim sistemi, S-adenozilmetiyoninden (SAM) bir metil grubunu S-

adenozilhomosistein (SAH) oluşturmak üzere arginine transfer eder. Daha sonra da 

homosisteine hidrolize olur. 

PRMT enziminin 2 tipi tanımlanmıştır. PRMT-1 (protein arginin metil 

transferaz-1) histon, RNA binding proteini metillerken ADMA ve L-NMMA oluşturur, 

oysa PRMT-2 (protein arginin metiltransferaz-2) sadece miyelin basic proteini metiller 

ve SDMA ve L-NMMA oluşturur. Şekil 2.6’da da görüldüğü gibi ADMA ve L-NMMA, 

DDAH (dimetil aminohidrolaz) ile sitrülin ve dimetilamin ya da monometilamine 

indirgenir. DDAH’ın 2 formu vardır. DDAH-1 çoğunlukla nNOS içeren dokularda, 

DDAH-2 ise eNOS ya da iNOS içeren dokularda bulunur. Farmakolojik olarak 

DDAH’ın inhibisyonu ADMA’yı artırırken NO üretimini azaltır. DDAH, endotel 

hücreleri, beyin, pankreas gibi birçok organda bulunurken, ADMA metabolizmasından 

sorumlu başlıca organlar karaciğer ve böbreklerdir.111 
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Şekil 2.6.  ADMA üretimi 115 

 

 

 ADMA, NOS’un üç formunun da kompetitif inhibitörüdür ve yüksek L-arginin 

konsantrasyonlarında geri dönüşmektedir. 

ADMA düzeylerindeki artışı 4 teorik mekanizmayla açıklayabiliriz. 

1. PRMT tarafından artmış protein metilasyonu 

2. Uzamış proteoliz ve önceden oluşturulmuş metilarginin salınımı 

3.  Bozulmuş renal atılım 

4. DDAH’ın bozulmuş metabolizması 
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PRMT regülasyonu tam olarak aydınlatılamamıştır. Gene de kan akış geriliminin 

PRMT ekspresyon ve aktivitesini artırdığı ve kültüre edilen endotel hücrelerinde 

transkripsiyon faktörü “nükleer faktör (κ-B)”’ü aktive ederek ADMA üretimini stimüle 

ettiği bilinmektedir. Kan akış gerilimi, kalp, böbrek yetmezliği, yüksek tuz içeren diyet 

gibi hipervolemik şartlarda ADMA düzeylerinde artışa eşlik edebilir. Artan proteoliz, 

endotoksemi, hipertiroidizm, musküler distrofi gibi hiperkatabolik durumlar da ADMA 

artışına eşlik edebilir.116 

ADMA birikimine öncülük eden mekanizma bozulmuş DDAH 

metabolizmasıdır. Birçok deneysel çalışmada ADMA birikimi azalmış DDAH aktivitesi 

ile birliktedir. Sisteinden indirgenen sülfhidril (-SH) grubu DDAH aktivitesi için önemli 

olup, bu enzim de oksidatif strese duyarlıdır. Oksidatif stres ayrıca, ADMA oluşumunu, 

endotel hücrelerinde artmış PRMT-1 ekspresyonuyla aşırı serbest oksijen türleri açığa 

çıkararak stimüle edebildiğini açıklamaktadır. Ayrıca DDAH, SH grubunun 

nitrozotiollere nitrozilasyonuyla, iNOS tarafından aşırı miktarda NO üretimi olduğunda 

inaktive edilebilir. iNOS tarafından proinflamatuar sitokinler oluşturulduğunda NO 

üretimini sınırlayabilir ve bu da ADMA’nın birikimine öncülük edebilir. DDAH 

aktivitesindeki artış, NO üretimini daha da artırır ki, bu da ADMA konsantrasyonunda 

azalmayla sonuçlanır.116, 117 

ADMA'nın endotel disfonksiyonu için yeni bir risk faktörü olabileceği ileri 

sürülmektedir. ADMA, NOS’un kompetitif inhibitörüdür. Plazma ADMA düzeylerinin 

ateroskleroz, konjestif kalp yetmezliği v.b birçok kardiyovasküler rahatsızlıklarda 

yükseldiği gösterilmiştir. Plazma ADMA’nın 2.35 katı yükselmesi koroner arter 

hastalığı açısından yüksek riski düşündürmektedir.118 

Artmış ADMA konsantrasyonları hiperkolesterolemi, hiperhomosisteinemi, 

diyabet, periferal arteriyal tıkayıcı hastalık, hipertansiyon, koroner arter hastalığı, kronik 
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kalp yetmezliği, preeklampsi, erektil disfonksiyon ve diğer klinik durumlarla 

ilişkilidir.111 

 Homosisteinin ateroskleroza neden olma mekanizmaları; artmış oksidatif stres, 

fibrinolitik aktivite ve koagülasyonun modülasyonu, damar düz kas hücre 

proliferasyonu ve endotelyal disfonksiyonunu kapsayabilmektedir.111 

Bu mekanizmalardan bazılarının, NOS’ın endojen inhibitörü olan ADMA’nın 

neden olduğu anormal NO üretimi aracılığı ile olduğu gösterilmiştir. Son zamanlarda 

ADMA oluşumunun homosistein metabolizması ile bağlantılı olabileceği bildirilmiştir; 

bundan dolayıdır ki hiperhomosisteinemi ADMA konsantrasyonlarında artışa neden 

olabilmektedir. Hiperhomosisteinemi ve artmış ADMA düzeyleri arasındaki bağ, 

hiperhomosisteinemisi olan maymunlarda ve oral metiyonin yüklemesinden sonra 

insanlarda bildirilmiştir.119 

ADMA hakkında bilinenler; 

1. NOS’ın kompetetif inhibitörüdür. 

2. Protein turnover ürünüdür. 

3. DDAH tarafından metabolize edilir. 

4. Böbreklerden atılır. 

5. Doku kültüründe ve hayvan deneylerinde ekzojen ADMA verilmesi NO 

oluşumunu inhibe eder. 

6. İnsan ön koluna intraarteriel ADMA infüzyonu, endotel bağımlı vazodilatasyonu 

inhibe eder. 

7. İnsanlarda ADMA infüzyonu, kardiyak outputu azaltır, sistemik vasküler direnci 

artırır. 

8.  Plazma ADMA konsantrasyonu, endoteliyal disfonksiyon ve/veya azalmış NO 

üretimi ile ilişkili hastalıklarda artar. 109, 117 
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Sağlıklı bir insanda günde 260-300 µmol ADMA üretimi olmaktadır.  İnsanlarda 

ADMA yüksekliği, ilk kez böbrek yetmezliği olan bireylerde saptanmıştır. Bugün, pek 

çok hastalık durumunda ADMA düzeyi yüksekliği bilinmektedir. ADMA dislipidemi, 

ateroskleroz, hipertansiyon, kronik renal yetmezlik, diabetes mellitus, 

hiperhomosisteinemi, preeklampsi, erektil disfonksiyon, karaciğer yetmezliği ve 

konjestif kalp yetmezliği hastalarının plazmasında yükselir. Endotel bağımlı 

vazodilatasyon bozulmasıyla anlaşıldığı gibi, artan ADMA düzeyleri indirgenmiş NO 

sentaz ile ilişkilidir. Plazma ADMA konsantrasyonu, LDL kolestrolü düşüren statin 

tedavisinden etkilenmez. ACE inhibitörlerinin uzun dönem kullanımı ile ADMA 

seviyelerinde azalma, NOS’da artma, L-arginin/ADMA oranında artma, koroner 

mikrovasküler fonksiyonda düzelme, myokard iskemisinde azalma sağlamaktadır. 120  

 

Tablo 2.3. ADMA düzeyleri çalışılmış çeşitli hastalıklar. 

 

 

Hastalığın adı 

 

ADMA’da meydana gelen değişim 

 

Hipertansiyon  

 

Artış  

Hiperlipidemi  Artış  

Obezite  Artış  

Diyabet  Artış 

Metabolik sendrom İnsülin direncine paralel 

Polikistik over sendromu Azalış  

Tiroid disfonksiyonu  Artış  

Homosisteinemi  Artış  

Kardiyovasküler hastalıklar  Artış  

Multiple skleroz Artış  

Alerjik hastalıklar  Değişmemiş  
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2.4.1. ADMA’nın Biyolojik Yolları 

1970 yılında, insan idrarında metillenmiş argininler bulunmuştur. O zamandan 

beri, metillenmiş argininler hayvanların nöronlarında ve immün hücrelerinde ve insan 

endotel hücrelerinde tespit edilmiştir.121 ADMA, L-argininin guanidin analoglarının 

bilinen üç endojen sirkülasyon ürününden biridir. ADMA ve L-NMMA, L-argininden 

NOS’un uzaklaştırılması yolu ile NO oluşumunu yarışmalı olarak inhibe edebilir.121, 122 

ADMA, plazmadaki amino asit sirkülasyonunun doğal bir ürünüdür, doku ve 

hücrelerde bulunur ve idrar ile atılır.109, 123 Özellikle kardiyovasküler sistemde NOS’ı 

inhibe eder. Yapılan birkaç çalışmada, ADMA konsantrasyonunun kardiyovasküler 

hastalıklar ve endotel disfonksiyonu riski için bir gösterge olduğu ileri sürülmüştür. İleri 

yaş, endotel disfonksiyonu ve yüksek plazma ADMA konsantrasyonu ile ilişkilidir.45, 

111, 123 

ADMA, proteinlerin arginin rezidülerinin, PRMT enzimi ile metillenmesi 

sırasında sentezlenir. Protein arginin metilasyonu, proteinlerdeki arginin guanidin 

nitrojenlerine 1 veya 2 metil grubunun eklenmesiyle oluşan post-translasyonel bir 

modifikasyondur.124, 125 İki tip PRMT enzimi vardır. Serbest ADMA ve L-NMMA, 

PRMT-1 ile hidroliz sonucunda oluşur. PRMT-2 proteinleri metiller, hidroliziyle L-

NMMA ve SMDA salınır. ADMA ve L-NMMA her ikisi de NOS’ın tüm izoformlarının 

yarışmalı inhibitörüdür. SMDA’nın inhibitör etkisi yoktur.51, 125 PRMT-1 için substrat 

proteinlerin dağılımı çok geniştir, enzim ve substratları tüm vücutta bulunur. Protein 

arginin metilasyonunun rolü açık değildir fakat bu süreç RNA bağlarının regülasyonu, 

DNA onarımı, transkripsiyonel regülasyon, protein lokalizasyonu, protein-protein 

etkileşimi, sinyal iletimi, reseptörlerin desensitizasyonu veya yeniden yapılandırılması 

ile ilişkilidir. Bugüne kadar serbest metil argininden ADMA sentezinin direkt yolu 
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tanımlanmamıştır. Böylece, hücre içindeki toplam ADMA miktarı, protein turnover 

hızına ve proteinlerdeki arginin metilasyonunun miktarına bağımlıdır.125, 126 

ADMA ve SDMA vücuttan yalnızca renal yol ile atılır. Bir kısım ADMA’da 

DDAH enzimi ile parçalanır.124, 127 ADMA ve L-NMMA’nın bu enzim ile hidrolizi 

sonucunda, sırasıyla L-sitrülin ve dimetilamin veya monometilamin oluşur. DDAH, 

ADMA için spesifik etkilidir ancak SMDA üzerine spesifik etkisi yoktur.125, 126  1999 

yılında Leiper ve arkadaşları DDAH 1 ve DDAH 2 olarak iki farklı izoform 

tanımlamışlardır.128 Yüksek DDAH 1 salınımı beyin ve böbrekte, DDAH 2 salınımı ise 

kalp, plasenta ve böbrekte gözlemlenmiştir. ADMA’nın %90’dan fazlası DDAH ile 

metabolize edilir (şekil 2.7). Böylece, DDAH’ın disregülasyonuna yol açan renal 

disfonksiyon ve hiperkolesterolemi ADMA seviyesinin artışı için potansiyel bir sebep 

olabilir. DDAH ile NOS’ın düzenlenmesinin insan vaskülaritesindeki homeostaziste 

önemli bir role sahip olduğunu ilk kez 1996 yılında Mc Allister ve arkadaşları 

göstermiştir.129 

Trombolitik olaylar ve aterosklerotik süreci içeren aterotrombotik inmenin 

patogenezindeki çeşitli mekanizmalar, L-arginin-NO yollarıyla bağlantılı olabilir. 

Hayvan modellerinde, endojen NOS’ın inhibisyonu ateroskleroz gelişimine yol açar. Bir 

endojen NOS inhibitörü olan ADMA’nın artmış plazma konsantrasyonu, iskemik inme 

riskinde artıştan sorumlu olabilir.40 Yoo ve arkadaşları 52 hasta ile yaptıkları bir 

çalışmada, yaşlı hastalardaki serebral infarkt ile ADMA arasında anlamlı bir ilişki 

bulmuşlardır.51 

İnsan hemoglobini ve plazmanın major proteinleri olan albumin ve globulinin 

ADMA rezidüleri taşımadığı GC-MS/MS tekniği ile tespit edilmiştir.130 
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Şekil  2.7. ADMA’nın biyokimyasal yolları.125 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

 

2.4.2. ADMA ile İlgili Hastalıklar 

2.4.2.1. Hipertansiyon 

Hipertansif hastalarda yapılan çalışmalarda normotansif sağlıklı kontrollere göre 

yüksek plazma ADMA ve L-arginin düzeyleri ve ADMA ile brakial arter kan akımı 

artışı arasında kuvvetli ve negatif bir ilişki rapor edilmiştir.131 Sonuç olarak 

araştırmacılar ADMA ve L-argininin endotel fonksiyonu ile ters ilişkili olduğu 

sonucuna varmışlardır. Ülkemizde yapılan bir çalışmada ise hipertansiyonu olan 34 

hastada normotansif bireylere göre artmış ADMA ve azalmış NO düzeyleri 

saptanmıştır.132 Achan ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada sağlıklı bireylere düşük 

dozda intravenöz ADMA verildiğinde kalp hızında azalma, kardiyak outputta ve kan 

basıncında artma gözlemlenmiştir.45 Başka bir çalışmada da 75 esansiyel 

hipertansiyonlu hasta üzerinde yapılmış ve plazma ADMA düzeylerinin endotel bağımlı 

brakial arter vazodilatasyonunun tek ve bağımsız bir göstergesi olduğu bildirilmiştir.133 

Güngör ve arkadaşları, 88 hipertansif hastayı organ hasarı açısından 

inceleyebilmek amacıyla dipper hipertansiyonlu (DHT) ve nondipper hipertansiyonlu 

(NDHT) olarak sınıflandırmışlar. DHT’li 42 hastada( K=29, E=13), plazma ADMA 

1.29±0.17 µM/L ve NDHT’li 46 hastada (K=30, E=15), 1.27±0.13 µM/L olarak tespit 

edilmiş ve istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiştir (p=0.575).134 

 

2.4.2.2. Hiperlipidemi 

Hiperkolesterolemili hastalarda yapılan çalışmalarda artmış ADMA düzeyleri 

saptanmıştır. Bunlardan birinde hiperkolesterolemili bireylerde metionin yüklenmesi 

sonucu gelişen hiperhomosisteinemik ortamda ADMA düzeyinin ortalama 2.03 μmol/L 

arttığı ve ADMA’nın endotel disfonksiyonu ile anlamlı derecede ilişkili olduğu rapor 
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edilmiştir.Bu hastalarda ADMA artışının sebebi olarak metiltransferaz aktivitesinin 

LDL kolesterol aracılığı ile artması öne sürülmektedir.111 Ayrıca endotel hücrelerde 

yapılan in vitro bir çalışmada da okside LDL komponentlerinden birinin DDAH 

aktivitesini azaltarak ADMA düzeyini artırabileceği belirtilmektedir.135 

 

2.4.2.3. Obezite 

Obez bireylerde yapılan çalışmalar ADMA artışının obezite ile kuvvetli 

bağlantısını işaret etmektedir.136 Eid ve arkadaşlarının 563 yaşlı ve kardiyovasküler 

hastalık açısından yüksek riskli erkek bireylerde yaptığı bir çalışmada obez erkeklerde 

plazma ADMA düzeyleri ile vücut kitle indeksi (VKİ) arasında kuvvetli bir ilişki 

saptanmıştır.137 McLaughlin ve arkadaşlarının çalışmasında insülin rezistans sendromu 

olan obez kadınların insülin rezistansı olmayan obezlere göre yüksek ADMA 

düzeylerine sahip olduğu bildirilmiştir.138 Ülkemizden bir çalışmada ise plazma ADMA 

düzeyi morbid obez hastalarda anlamlı şekilde yüksek bulunmuş ve gastrik bant 

operasyonu sonrası gelişen kilo verimiyle anlamlı düşüşler bildirilmiştir.139 

 

2.4.2.4. Diabetes Mellitus 

            Endotel disfonksiyonunun insulin direnci ile ilişkisi bilinmekle birlikte 

patofizyolojik temeli çok net değildir. Bu konuda ADMA artışının insulin direnci 

gelişimine katkıda bulunabileceği yönünde görüşler mevcuttur.126 

Tip 2 diabetes mellituslu hastalarda plazma ADMA düzeyi üzerine yapılan 

çalışmalarda karşıt sonuçlar saptanmıştır. Örneğin, Krzyzanowska ve arkadaşları tip 2 

diabetli hastalarda artmış ADMA düzeyleri rapor ederken, başka bir çalışmada ise Pavia 

ve arkadaşları tip 2 diabetli hastalarda azalmış ADMA düzeyleri saptamışlardır ve bu 

sonucun hastalarındaki artmış glomerüler filtrasyon hızı ve kötü glisemik kontrole bağlı 
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olabileceğini savunmuşlardır.140, 141 Bunun yanında sonraki yıllarda yayınlanan yeni bir 

makalede ise tip 2 diabetli hastalarda artmış ADMA düzeyinin miyokard enfarktüsü, 

serebrovasküler olay ve tüm nedenlerden ölüm gibi kardiyovasküler olaylar açısından 

güçlü bir gösterge olduğu ortaya koyulmuştur.142 Diabetik komplikasyonlar açısından 

da makrovasküler ve retinopati gibi mikrovasküler komplikasyonlarla ADMA arasında 

kuvvetli ilişki saptanmıştır.140, 143 ADMA düzeyleri tip 1 diabetli hastalarda da 

incelenmiştir. Bu konuda tip 1 diabetli hastalarda artmış ADMA düzeyleri ve 

ADMA’nın VKİ, açlık kan şekeri, LDL kolesterol ve HDL kolesterol ile ilişkisi ortaya 

konmuştur.144 Komplikasyonlar açısından ise Tarnow ve arkadaşları erken diabetik 

nefropatili tip 1 diabetik hastalarda yüksek ADMA düzeyleri ve bunun glomerüler 

filtrasyon hızı ile negatif korelasyonunu bildirmişlerdir.145 Hipergliseminin ADMA 

artışına nasıl yol açabileceği tam olarak aydınlatılamamıştır. Bu konuda hipergliseminin 

oksidatif stresi uyarıp ADMA’yı metabolize eden DDAH enzim aktivitesini bozduğu ve 

oksidatif stresin ADMA’yı sentez eden arginin metiltransferaz ekspresyonunu etkilediği 

yönünde görüşler ortaya konmuştur.127 

 

2.4.2.5. Metabolik Sendrom 

İnsülin direcinin temel mekanizma olduğu metabolik sendromda, ADMA 

artışının metabolik sendrom komponentleriyle olan yakın ilişkisi ADMA’nın insülin 

rezistans sendromu patogenezinde önemli bir nokta olduğu görüşünü akla 

getirmektedir.126  Fakat metabolik sendromlu hastalarda yapılan daha yeni bir çalışmada 

ADMA’nın metabolik sendrom patofizyolojisinde rolünün olmadığı fakat bu sonucun 

çalışma popülasyonunun etnik ve çevresel özelliklerine bağlı olabileceği 

bildirilmiştir.146 
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2.4.2.6. Polikistik Over Sendromu 

Polikistik over sendromlu hastalarda ADMA düzeyini inceleyen az sayıda 

çalışma vardır. Bunlardan birinde polikistik over sendromu olan adolesanlarda kontrole 

göre benzer ADMA düzeyleri saptanmışken, başka bir çalışmada da hormon tedavisi ile 

insülin direncinden bağımsız olarak ADMA düzeylerinde azalma olduğu 

birdirilmiştir.136, 147 

 

2.4.2.7. Hipopitüitarizm 

Hipopitüitarizmi olan hastalarda yapılan tek bir çalışma vardır. Bu çalışmada 

yüksek ADMA düzeyleri saptanmış olup, ADMA konsantrasyonu glukoz tolerans 

testindeki 2. saat glukoz düzeyi ile bağlantılı bulunmuştur.136, 148 

 

2.4.2.8. Tiroid Disfonksiyonu 

Tiroid disfonksiyonunda ADMA düzeyleri incelenmiştir. Hem hipertiroidili hem 

de hipotiroidili hastaları içeren bir makalede plazma ADMA düzeyleri her iki grupta da 

kontrole göre anlamlı şekilde yüksek bulunmuştur.149 Başka bir çalışmada ise ADMA 

düzeyleri hipotiroid hastalarda normalken hipertiroid hastalarda artmış olarak 

saptanmıştır.150 Ayrıca bu çalışmada tüm hastalar değerlendirmeye alındığında ADMA 

ile serbest T4 arasında anlamlı korelasyon rapor edilmiştir. Subklinik hipotiroidide ise 

yüksek ADMA düzeyleri görüldüğü ve L-tiroksin tedavisi ile normale döndüğü 

bildirilmiştir.151 
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2.4.2.9. Homosistein 

Homosistein, DDAH aktivitesini enzimin aktif bölgesindeki sistein rezidüsüyle 

etkileşimi sonucu inhibe eder. Homosistein metilasyonunda ADMA önemli rol oynar. 

Arginin metilasyonundaki metil vericisi S-adenozilmetiyonin, ADMA, metil argininler 

ve S-adenozil homosisteindir. S-adenozil homosistein daha sonra homosisteine çevrilir. 

Metiyonin döngüsünün yüksek olması homosistein seviyelerini arttırarak endotelyal 

disfonksiyona sebep olur.152 

Hiperhomosisteinemide de ADMA düzeylerinde artış tespit edilmiştir.118   

 

2.4.2.10. Kardiyovasküler Hastalıklar  

ADMA gibi çeşitli arginin analogları NO sentezini inhibe eder. Bu analoglar 

trombüs oluşumu ve ateroskleroza sebep olabilir. Yapılan çalışmalarda, akut koroner 

sendromlu olgularda ADMA seviyeleri yüksek bulunmuş ve tedavi sonrası ADMA 

seviyelerinin azaldığı gözlenmiştir.118 

Kalp yetmezliği olan hastalarda ADMA seviyesi düşer. ADMA’nın ventrikül 

kontraksiyonu ve kalp hızını azaltma etkisi vardır.153 

Kardiyovasküler hastalıklar için tedavi, artmış ADMA’nın etkilerini ortadan 

kaldırmak veya ADMA seviyelerini azaltmaktır. Teorik olarak arginin, ADMA’nın 

yerini alabilir ve NOS aktivitesini onarabilir.154  

 

2.4.2.11. Multiple Skleroz ( MS ) 

 Bu konuda sınırlı sayıda çalışma mevcuttur. Deneysel ortamda ratlar üzerinde 

yapılan Ljubisavljevic ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada arginaz ve 

metillenmiş argininlerin  (ADMA ve SDMA) MS’in akut fazı esnasında sinir 

dokusunun hasarına bir cevap olarak oluştuğu tespit edilmiştir.155  
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2.4.2.12. Alerjik Hastalıklar 

Bu konuda da kısıtlı çalışma mevcuttur. Tosun ve arkadaşlarının yaptığı bir 

çalışmada 29 alerjik rinit ve 21 nazal polipozis ve 30 sağlıklı kontrol grubu kullanılarak 

ve alerjik rinitli hastalarda serum ADMA 0.52±0.10 µmol/L, nasal polipozisli hastalarda 

serum ADMA 0.62±0.08 µmol/L ve kontrol grubunda serum ADMA 0.67±0.09 µmol/L 

olarak tespit edilmiştir. Fakat kontrol grubundaki bu ADMA daki artış istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmamıştır (p=0.069).156 

 

2.5. Analiz Yöntemleri 

 

2.5.1. ELISA Tekniği 

Antijen antikor reaksiyonlarını gösterebilmek için enzim kullanılan tüm 

tekniklere genel olarak enzim immunotest (enzyme immunoassay, EIA) denir. Enzimle 

işaretli immuno reaktiflere dayalı bu testler, klinik ve araştırma laboratuarlarında 

oldukça önemli bir yere sahiptir. Radyoimmünotestler (RIA) EIA’den daha önce 

kullanılmaya başlanmış, ancak işaretleme için I125 gibi kısa ömürlü izotopların 

kullanılması, toplum sağlığı ve çevreye zararlı radyoaktif madde kullanımı, RIA’in 

endokrinoloji laboratuvarlarında kullanımı ile sınırlı kalmasına neden olmuştur. Bu 

yüzden immünfloresan (IF) teknikleri RIA’dan daha yaygın bir kullanım alanı 

bulmuştur. Ancak IF tekniklerinin uygulanmasında iyi eğitilmiş eleman gereksinimi ve 

sonuçların yorumlanmasının subjektif olması bu tekniklerin de yaygın kullanımını 

engellemektedir.157 

ELISA sistemleri 1960’larda radioimmunoassay yöntemlerine alternatif 

aranırken bulunmuştur. EIA’de kullanılan reaktiflere göre daha uzun ömürlü olmaları, 

atık maddeleri ile ilgili radyasyon tehlikesi olmaması, basit testler olması ve otomatize 

edilebilmesi diğer iki tekniğe olan üstünlükleridir. Daha önemlisi laboratuvarlara çok 
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fazla sayıda örnekle çalışma olanağı verdiği gibi analizlerin kısa sürede sonuçlanması 

gibi üstünlükleri de vardır. 

EIA diye isimlendirilen yöntemler, homojen ve heterojen olmak üzere iki 

çeşittir. Homojen tekniklerde, enzim bir hapten ile konjuge haldedir. Tekniğin esası, bu 

konjugatın antikor ile reaksiyona girmesi halinde enzim aktivitesinin başlamasına 

dayanır. Ancak bu tekniğin düşük moleküler ağırlıklı maddeler kullanma 

zorunluluğunun bulunması, pahalı ve zahmetli olması gibi dezavantajları vardır. Bu 

nedenlerden dolayı fazla sık kullanılmazlar.158 

Klinik laboratuvarlarında kullanılan enzim immunotestler heterojen 

yöntemlerdir. Heterojen EIA’de bağlı olan ve olmayan reaktifler birbirinden yıkama 

işlemi ile fiziksel olarak ayrılırlar. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), 

heterojen EIA’e örnektir. ELISA’da bir enzimle konjuge edilmiş antikor (veya antijen), 

substratı ile reaksiyona girerek renkli bir ürün oluşturur. 

ELISA testleri antijeni veya antikoru (sınıfa özgül antikor da olabilir) ölçmek 

için kullanılabilir.159 

ELISA kompleks bir teknik olmamasına rağmen bu teknikte birçok değişken 

kontrol edilmelidir. Katı faz, yıkama işlemleri, kullanılan enzim ve substratların seçimi 

ve etkinliği, reaksiyonların sonlandırılma zamanı, kontrol edilmesi gereken 

değişkenlerdir. Katı faz olarak çoğunlukla mikrotitrasyon plakları şeklinde plastik(plate) 

kullanılmaktadır. Polistren mikrotitrasyon çukurcuklarından başka, plastik boncuklar, 

ferröz boncuklar ve nitroselüloz membran da solid materyal olarak kullanılabilir.160 

ELISA’da kullanılan enzimler kinetikleri ve konjuge edilme dereceleri açısından 

iyi tanımlanmış enzimlerdir. Bunlar peroksidaz, alkalen fosfataz, beta-galaktozidaz gibi 

substratları renkli ürünlere çevirebilme yeteneğinde olan enzimlerdir. Bu renkli ürünler 

standart spektrofotometrede okutulabilir. Beta-galaktozidaz kullanılmışsa florimetrede 



46 
 

okunmalıdır. Substratlar genellikle alkalen fosfataz için nitrofenil fosfat, peroksidaz için 

ortofenilendiamindir.158, 160 

Genel olarak 6 farklı ELISA protokolünden bahsedilebilir (Tablo 2.4 ).157 

Yarışmacı olan (kompetetif) ve olmayan ELISA testleri vardır. Yarışmacı 

ELISA genellikle antijen varlığını göstermek için kullanılır. Aranan antijene özgül 

antikor katı faza bağlanmıştır. Enzimle işaretli antijen ve test edilecek antijen (klinik 

örnek) katı fazdaki antikora aynı zamanda eklenir ve her iki antijenin de antikordaki 

bağlanma bölgeleri için yarışması amacıyla inkübe edilir. Inkübasyondan sonra 

yıkanarak bağlanmamış antijenler uzaklaştırılır ve enzim substratı konarak inkübe 

edilir. Bağlanmış enzim substratla reaksiyona girerek renk oluşturur, 

spektrofotometrede absorbans okunur. Substratın hidroliz miktarı, örnekteki antijen 

miktarı ile ters orantılıdır. Yani sonuçta renk değişikliği olmazsa bu klinik örnekte 

antijen varlığını gösterir.161 

Yarışmacı olmayan ELISA sandviç tekniği antijeni saptar. Antikor katı faza 

bağlanmıştır. Bunun üzerine antijen içeren vücut sıvısı konur. Inkübasyon ve yıkama 

işleminden sonra enzimle işaretli antikor eklenir. Inkübasyon ve yıkama işleminden 

sonra özgül kromojenik enzim substratı eklenir. Bağlı enzim substratla reaksiyona 

girerek renk değişikliğine neden olur. Bu renk değişikliği antijen varlığının kanıtıdır.159, 

161 Yarışmacı olmayan ELISA antikor varlığını saptamak üzere de kullanılır. Bu 

yöntemde katı faza antijen bağlanmıştır. Test edilecek serum eklenir, serumda antijene 

özgül antikor varsa antijen antikor kompleksi oluşacaktır. Yıkamadan sonra enzimle 

işaretli antiglobulin konur. Inkübasyon ve yıkamadan sonra substrat eklenir. Özgül 

antikor varsa enzimle işaretli antiglobuline bağlanacak ve substrat hidrolize olacaktır. 

Her iki yöntemde de absorbans miktarı mevcut antijen veya antikorun miktarıyla doğru 

orantılıdır.159-161 
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ELISA yöntemlerinde de bazı modifikasyonlar yapılabilir. En çarpıcı olan 

’’capture’’ yakalama testleridir. Yakalama testleri de antikor ve antijen saptanmasında 

kullanılır. Antijen saptama için kullanılan yakalama testinde katı faza poliklonal veya 

monoklonal antikor bağlanır. Enzimle işaretli antikorda poli veya monoklonal olabilir. 

Monoklonal antikorların sadece bir epitopa bağlandığı düşünülürse, poliklonal 

antikorlar antijenin farklı formlarını saptamada daha güvenilir antikorlardır.162, 163 

ELISA plakları hazırlanırken, antijen aranacaksa antijene özgül antikor veya 

antikor aranacaksa antikora özgül antijen katı faza (plastik çukur veya boncuğa) 

bağlanmalıdır. Plakların kaplanma işlemi, 2 saat 37 ºC’de ya da bir gece oda ısısında 

veya +4 ºC’de bekletildikten sonra yıkama yapılarak gerçekleştirilir. Inkübasyonlar ise 

1-2 saat 37 ºC’de yapılır.164 

Antijen ve antikor arama ayrı ayrı ele alınacak olursa, antijen arama için 

kullanılan yöntemler: 

Direkt ELISA (sandviç yöntemi); araştırılacak antijene özgü antikor, solid faza 

bağlanır. Antijen araştırılacak materyal ile birlikte inkübe edilir. Üzerine enzim 

bağlanmış özgül antikor eklenir. Incelenmekte olan materyalde antijen var ise, katı faza 

bağlanmıştır. Buna bağlanmış olan enzimli antikorun enzimi, substrat eklenince kendi 

substratına etkili olarak renk oluşur.165 

Direkt ELISA tek basamaklı sandviç yöntemi; direkt ELISA’dan farkı, katı 

fazda yapışık özgül antikorun üzerine aynı anda antijen aranmakta olan materyal ile 

enzim bağlantılı antikor eklenir.157, 159 

Indirekt ELISA; katı faza yapışmış özgül antikora daha önce bir süre inkübe 

edilmiş antijen aranacak materyal ve özgül antikor karışımı eklenir. Ancak bu ikinci 

antikorun, katı fazda yapışık antikorun elde edilmiş olduğu hayvan türünden farklı bir 

hayvan türünden elde edilmiş olması gerekir. Eğer incelenen materyalde uygun antijen 
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varsa, bir yandan serbest antikora diğer yandan da katı fazdaki antikora bağlanır; 

eklenen enzimli antiglobulin yıkama ile gitmez. Enzime uygun kromojen substrat 

eklenince renk oluşur.157, 159 

Kompetitif ELISA yöntemi, katı faza yapışmış özgül antikorun üzerine antijen 

aranacak olan materyal eklenir. Inkübasyondan sonra, enzim bağlanmış özgül antijen, 

takiben substrat eklenir. Incelenen materyalde antijen varsa, katı fazdaki antikora 

bağlanmıştır, enzimli antijen yapışamayacağı için, yıkama ile uzaklaşır; substrat 

eklenince renk oluşmaz.157, 159 

Antikor arama amacıyla kullanılan yöntemler: 

Indirekt yöntem (katı faz sandviç yöntemi); bilinen antijenin katı faza 

adsorbsiyonundan sonra, antikor aranan hasta serumu ile inkübe edilir. Antijen-antikor 

kompleksinin gösterilebilmesi için, enzim ile konjuge insan antiglobulini eklenir. 

Antikor bağlanmışsa enzimli antiglobulin de bağlanır; uygun enzim substratı eklenince 

renk oluşur.157, 159 

Sandviç inhibisyon yöntemi; serbest antijen hasta serumu ile karıştırılıp bir süre 

inkübe edilir. Hasta serumunda antikor varsa antijene bağlanarak onu bloke edecektir. 

Bu karışım katı fazdaki özgül antikorun üzerine eklenir. Inkübasyondan sonra sırasıyla, 

enzim bağlanmış özgül antikor ve kromojen substrat eklenir. Hasta serumunda antikor 

varsa serbest antijen ile bloke olmuş olduğundan solid fazdaki antikora bağlanmaz. Bu 

durumda eklenen enzimli antikor da bağlanmayacağından substrattan renk oluşmaz.157, 

160  

Kompetitif ELISA yöntemi; katı faza bağlanmış antijenin üzerine önce antikor 

aranmakta olan hasta serumu, takiben enzimle işaretli özgül antikorve kromojen substrat 

eklenir. Hasta serumunda antikor varsa, enzimle işaretli antikora göre daha aktif 



49 
 

olduğundan, yarışma sonucu solid fazdaki antijene bağlanmıştır. Enzimli antikor 

bağlanamayıp yıkama ile uzaklaştığı için substrat eklendiğinde renk oluşmaz.158, 160 
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Tablo 2.4.  Farklı ELİSA protokolleri 157 

ELISA 
protokolü 
 

 
Kullanımları 

 
Gerekli  Kimyasallar 

 
Yorumlar  

 
İndirekt 

 
Antikor aramada 

 
Antijen saf veya yarı saf: 
antikor içeren test 
soluüsyonu;  immünize 
örneklerde Ig’i bağlayan 
enzim konjugatı 

 
Önceden varolan spesifik 
antikorların kullanımına gerek 
duyulmaz; relatif olarak fazla 
miktarda antijen gerektirir. 
 

 
Direkt 
kompetetif 
(yarışmacı) 
 

 
Antijen 
aramada; 
çözünür antijeni 
saptamada 

 
Antijen saf veya yarı saf; 
Antijen içeren test solüsyonu; 
spesifik antijen için enzim-
antikor konjugatı 
 

 
Sadece iki basamaktan oluşan 
hızlı test; antijenik çapraz 
reaksiyonu ölçmede çok 
kullanışlıdır. 
 

 
Antikor-sandviç 
Yöntemi 

 
Antijen 
aramada; 
çözünür antijeni 
saptamada 
 

 
Antikor yakalama (capture) 
(saf veya yarı saf spesifik 
antikor); 
Antijen içeren test solüsyonu, 
antijen için spesifik enzim-
antikor konjugatı 
 

 
En hassas antijen testi; relatif 
olarak fazla miktarlarda saf 
veya yarı saf antikor gerektirir 
(antikor yakalama). 

 
Çift antikor-
sandviç yöntemi 
 

 
Antikor arama 

 
Antikor yakalama (capture) 
(immünize örneklerde Ig için 
spesifik); antijen içeren test 
solüsyonu, antijen için 
spesifik enzim-antikor 
konjugatı 
 

 
Saflaştırılmış antijen 
gerektirmez; beş basamaklı 
relatif olarak uzun bir testtir. 

 
Direkt hücresel 
yöntem 
 

 
Antijen eksprese 
eden hücrelerin 
aranmasında; 
hücresel antijen 
ekspresyonunun 
ölçülmesi 
 

 
İlgili antijeni eksprese eden 
hücreler; hücresel antijen için 
spesifik enzim-antikor 
konjugatı 

 
Fazla miktarda taramalarda 
hassas bir testtir; heterojen 
karışık hücre gruplarında 
hassas değildir. 

İndirekt 
hücresel yöntem 
 

Hücresel 
antijenlere karşı 
oluşan 
antikorların 
aranmasında 
 

İmmünizasyonda kullanılan 
hücreler; antikor içeren test 
solüsyonları; immünize 
örneklerde Ig bağlayan enzim 
konjugatı 

Düşük miktarda eksprese 
edilen hücresel antijenler için 
spesifik antikorları 
saptamayabilir. 
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2.5.2. HPLC Yöntemi  

Yüksek performans/basınç sıvı kromatoğrafisi olarak Türkçeye çevrilen bu 

sistem gelişmiş ve güvenilir bir analitik metottur. Bu sistemin bileşenlerini kısaca 

tanıyalım; 

 Standart HPLC donanımı temel olarak 4 bileşenden oluşmaktadır. Bu bileşenler 

sırasıyla pompa, enjektör, kolon (sabit faz) ve dedektör’dür.166 

Pompa: HPLC donanımında yer alan pompalama sistemleri, akış hızına göre, 

pompanın yapımında kullanılan malzemeye göre ve pompanın mobil fazı iletme 

mekanizmasına göre olmak üzere 3 farklı şekilde kategorize edilebilmektedir.  

     Akış hızına göre HPLC pompaları: 

  Microbore pompa sistemleri: İç çapı 2 mm’ye kadar olan kolonlar için kullanılır 

ve 1-250 L/dak aralığında akış hızı sağlarlar.  

  Standart bore pompa sistemleri: Analitik HPLC uygulamalarında en sık 

kullanılan pompa sistemi olup 100 L – 10 mL/dak aralığında akış hızı sağlarlar. Yarı 

preperatif HPLC uygulamalarında iç çapı 12 mm’ye kadar olan kolonlar için tercih 

edilirler.  

  Preperatif pompa sistemleri: Analitik HPLC uygulamalarının dışındaki çalışma 

alanlarında kullanılır ve 10 mL/dak’dan büyük akış hızı sağlarlar.167 

Pompanın yapıldığı malzemeye göre HPLC pompaları: 

  Metalik pompalar:  en çok tercih edilen metalik malzeme, mekanik dayanıklılığı, 

aşınma direnci ve iyi termal stabilitesi nedeniyle 316 paslanmaz çeliktir. Mobil fazın 

bileşenlerinden çok azı (örn. Hidroklorik asit) 316 paslanmaz çeliğe zarar verebilir. Bir 

diğer metalik malzeme alternatifi ise titanyum’dur. Mekanik dayanıklılık özellikleri 316 
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paslanmaz çeliğe benzemekle birlikte, aşınma direnci ve kimyasallara karşı inertliği 

daha fazladır. Titanyum ve çelik materyaller 6000 psi basınca kadar dayanıklıdırlar. 

Metalik materyallerin sakıncaları olarak ise yüksek maliyetleri, kuvvetli asidik 

ortamlara dayanıksızlık, biyolojik örneklerle geçimsizlik sayılabilir.  

Ametalik pompalar: metalik pompaların bahsedilen sakıncaları sebebiyle 

ametalik materyaller de pompa imalinde kullanılmaktadır. Bu amaçla en çok 

polietiletilketon (peek), politetrafloroetilen (teflon) ve seramik mateyaller tercih 

edilmektedir. Teflon biyolojik örnekler ve asidik ortamlarla geçimli olmakla birlikte 

2000 psi basıncın üzerisi için dayanıklı değildir. Peek ise 5000 psi basınca kadar 

dayanıklı olup 316 paslanmaz çeliğe zarar veren asidik çözeltilere dayanıklıdır. Ancak 

HPLC uygulamalarında kullanılan bir çok organik çözücülere dayanıksızdır. Seramik 

yapı materyali olarak safir 20 yılı aşkın süredir pompalarda özellikle piston parçalarının 

imalatında kullanılmaktadır. Bu tür malzemeler iyi kimyasal stabiliteye sahip olmakla 

beraber çok yüksek maliyetleri uygulamalarında kısıtlamalar getirmektedir.167 

    Mobil faz iletme mekanizmasına göre HPLC pompaları: 

  Şırınga Tip Pompalar: çok kullanılmamakla birlikte akış hızının 100L/dak’dan 

daha az olduğu uygulamalarda (örn. Kapiller sıvı kromatografisi uygulamaları) tercih 

edilmektedirler. 10-50 mL hacminde bir şırıngaya pistonun elektrik motoruyla 

ittirilmesiyle akış sağlanmaktadır. Sağlanabilecek mobil faz akış süresi şırınganın hacmi 

ile sınırlı olup, yeniden dolum sırasında akış kesilmek zorundadır.  

Piston Pompalar: modern HPLC donanımının standart parçasıdır. Yapısı 2 kısım 

hareketli parçadan oluşur. Bunlar, check valve’ler ve pistondur. 
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      Enjektör: HPLC donanımını oluşturan enjektör örneğin sabit faz (kolon) 

öncesinde mobil faza enjekte edilmesi için kullanılır. Elle kumanda edilen manuel ve 

bilgisayar kumandalı oto-enjektörler olmak üzere 2 çeşidi bulunmaktadır.  

    Manuel Enjektörler: örneğin enjekte edilebilmesi için enjektör önce doldurma 

pozisyonuna getirilerek örnek, isteğe göre seçilebilen sabit hacimli,  loop içerisine 

doldurulur. Loop’a doldurulan örnek hacmi loop sabit hacmini geçerse, fazla olan kısım 

dışarıya otomatik olarak atılır. Daha sonra enjektörün kolu enjeksiyon pozisyonuna  

getirilerek örnek mobil faz içerisine enjekte edilmiş olur. Kullanılan loop hacimleri çok 

değişken olup genellikle 5 L – 5 mL aralığında değişir. Loop hacmi küçüldükçe 

tekrarlanabilirlik adına yapılan hata oranı da büyümektedir.  

 Oto-enjektörler: iki tip oto-enjektör mevcuttur. Bunlar XY tipi ve carousel 

tipidir. XY tipinde enjektör hareketli olup belirtilen koordinatlara giderek örneği 

şişesinden çekmekte ve loop vasıtasıyla mobil faza enjekte etmektedir. Bunun için 

seçilen örneklere ait bilgilerin, gerekli yazılım kullanılarak, önceden bilgi işlemciye 

girilmesi gerekmektedir. Carousel tipinde ise örnekler dönen, dairesel şekilli bir taşıyıcı 

vasıtasıyla sabit bir enjektörün altına taşınmaktadır. Oto-enjektörler hem kullanım 

kolaylığı hemde hata oranının çok az olması sebebiyle son yıllarda manuel enjektörlere 

kıyasla daha fazla kullanım alanı bulmuştur.167 

   Kolon: modern HPLC donanımının 4 temel yapı taşından birisi olan kolon, 

karmaşık örneklerde bileşenlerin birbirinden iyi çözünürlükle ayırımından sorumlu sabit 

fazdır. Kolon imalatında yapı materyali olarak 316 paslanmaz çelik, teflon, cam veya 

peek en sık tercih edilenlerdir. Kolonun ayırım gücü ve performansı yapıldığı 

materyalden çok, iç yüzeyine yapılan kaplamada kullanılan malzemenin kimyasal ve 

fiziksel özelliklerinden etkilenmektedir. Kullanılan bu tür kaplama malzemeleri çok 
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çeşitli olup, kullanılacak mobil fazın ve uygulanacak HPLC metodunun özelliklerine ve 

analizi yapılacak örneğin bilinen kimyasal ve fiziksel özelliklerine göre seçilmelidir. 

Seçilecek kolonun HPLC uygulamasında kullanılacak akış hızı ve dolayısıyla oluşacak 

basınca dayanıklı olmasına dikkat edilmelidir. Birçok analitik kolonun iç çapı 2-5 mm 

aralığında değişmektedir. Kolon iç çapı arttıkça akış hızı ve iç doldurma hacmi artmakta 

ama oluşacak piklerin çözünürlüğü dolayısıyla duyarlılık azalmaktadır. Kolonların 

boyları (uzunluğu) çok çeşitli olup genellikle 30-300 mm aralığında değişmektedir. 

Kolon uzunluğu arttıkça örnek bileşenlerinin ayırımı daha iyi olmakta fakat analiz 

süresi uzadığı için daha fazla mobil faz harcanmaktadır. Kolon boyutlarının 

tanımlanmasına uluslararası standartlar getirilmiştir. Buna göre önce mm cinsinden 

uzunluk ve çap yazılmakta, bunu firma adı, sabit faz türü, AO türünden poroz yüzey çapı 

ve m cinsinden partikül büyüklüğü izlemektedir.  

Örneğin, 250/4.6  Nucleosil C18 100 – 5 yazıldığında, kolonun 250 mm uzunluk 

ve 4.6 mm iç çapa sahip olduğu anlaşılmaktadır. Kolonun firması (markası) Nucleosil 

olup, sabit faz türü normal fazda kullanılan bir tür olan C18 dir. Poroz yüzey çapı 100 

AO olup, dolgu materyaline ait partikül büyüklüğü 5 ’dur.  

   Dedektör: HPLC donanımında 4 temel bileşenden birisi olan dedektörler, örnek 

bileşenlerini tayin ederken ölçtükleri fiziksel özelliklere göre, 8 çeşittir:  

         Ultraviole / Görünür Bölge Dedektörü (UV/VIS): Absorbans ölçülür. Lambert-

Beer yasası geçerlidir. Spektrum taraması yapmak, farklı dalga boyunda çalışmak  veya 

dalga boyunu zamana karşı programlamak mümkündür.167 

         Fotodiyot Array Dedektörü (DAD): UV/VIS dedektörden farkı, 512 elementden 

oluşan bir yüzeyde, her elementin ayrı bir dalga boyundaki absorbansı eş zamanlı olarak 



55 
 

ölçebilmesidir. Bu sayede 3 boyutlu kromatogramlar almak ve istenilen her pikin çok 

hızlı spektrum taramasını görebilmek olasıdır. Ayrıca istenilen dalga boyu aralığında 

çalışılabilmesi bu dedektörün sağladığı bir diğer önemli avantajdır. Kullanılan ışık 

kaynağı döteryum veya tungsten lambadır.167  

     Floresans Dedektörü (FLD): Organik maddelerin yaklaşık %15’i fluoresans 

oluşturma yeteneğine sahiptir. Oluşan fluoresans ölçülmektedir. Kullanılan ışık kaynağı 

ksenon lamba olup, duyarlılığı UV/VIS dedektöre göre yaklaşık 103 kat fazladır.167  

   İletkenlik Dedektörü (CDD): İletkenlik ölçülür. Daha çok anyon ve katyon 

analizlerinde kullanılır. Sıcaklık kontrolü çok önemlidir bu sebeple kolon fırını 

içerisinde çalışılmalıdır. Kullanılan mobil fazın iletkenliği ne denli düşük olursa oluşan 

gürültü de o denli düşük olur.167  

   Refraktif İndeks Dedektörü (RID): Kırılma indisi ölçülür. Sıcaklıktan etkilenir. 

Örnek bileşenlerinin bulunduğu ortamda yoğunluk artacağından gelen ışık kırılarak 

hücreyi terkeder. Işığın ölçülen kırılma oranından (kırılma indisi) kantitatif tayin 

yapılır.167  

  Elektrokimyasal Dedektör (ECD): Elektroaktif maddeler analizlenebilir. Yani 

bileşenler, belirli potansiyel değerlerinde yükseltgenebilir veya indirgenebilir olmalıdır. 

Ölçülen fiziksel özellik tayin sırasında oluşan elektrik akımıdır.166  

     Kütle Dedektörü (MS): Örnek bileşenlerine ait çok özgün kromatogramlar elde 

edilir, dolayısıyla özellikle kalitatif tayinlerde teşhis amaçlı kullanımlarda çok önemli 

bir dedektördür.166  
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Evaporatif Işık Dağıtıcı Dedektör (ELSD):  adından da anlaşılacağı gibi, sürekli 

küçük damlacıklar halinde sütun taşıyıcı atomize bir sprey kullanılır. Bu damlacıklar 

atomize edici gaz içine süspansiyon halinde ince partikül madde olarak solutlar 

bırakarak buharlaşmasına izin verilir. Atomize edici gaz hava veya bir inert gaz 

olabilir.166, 167  

HPLC Sistem Türleri: isokrotik, düşük basınçlı gradient ve yüksek basınçlı 

gradient sistem olmak üzere üç sınıfta incelenebilir. Şimdi bunların özelliklerini 

inceleyelim; 

   İsokrotik sistem: Tek solvent bir pompa yardımıyla kolona iletilir, solvent 

karışım olabilir, ayırım sınırlıdır. Karışım pompadan sonra gerçekleşir. 

 Düşük Basınçlı Gradient Sistem: Yine tek pompa yardımıyla maksimum dört 

farklı mobil faz kolona iletilir, bu sistemde mobil fazların karşımı (gradient) pompadan 

önce gerçekleşir. İzokrotik sistemde net ayrılamayan bileşikler bu sistemde rahatça 

ayrılabilir. 

  Yüksek Basınçlı Gradient Sistem: iki yada üç pompa yardımıyla iki yada üç 

farklı mobil faz kolona iletilir, bu sistemde mobil fazların karşımı (gradient)  pompadan 

sonra gerçekleşir. 

HPLC’de ayırma teknikleri deyince akla hemen normal faz veya ters faz 

teknikleri gelsede, ters faz iyon çifti, iyon değişimi, kiral ayrım gibi teknikleri de 

kullanılabilmektedir. Burada çok yaygın kullanım alanına sahip ilk iki teknikten 

bahsedilecektir.  

  Normal faz (NP): ilk geliştirilen tekniktir, bu sistemde kolon polar, mobil faz 

apolardır. Kullanılan kolonlar silica gel, siyano, amino, diol veya nitro kolonlardır. 
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  Ters faz (RP): en sık kullanılan tekniktir, kolon apolar, mobil faz polardır, 

kullanılan kolonlar C18, C8, C4, fenil, TMS (trimetilmonoklorosilan), siyano’dur.167  

HPLC kullanıcıları bilirler ki, kolon akış hızı, sıcaklık, mobil fazın polaritesi ve 

pH’sı, ayrıca yeni takılan kolonun şartlandırılması gibi faktörler analiz sonucuna önemli 

oranda etki etmektedir. İşte bu yüzden yaygın olarak yapılan analizler için ticari HPLC 

kitleri üretilmektedir. Bu ticari kitler kullanılmak suretiyle kullanıcı hataları en aza 

indirilebilmektedir.   

HPLC sistemlerinin pompa basıncı arttırılıp, kolon ve mobil faz akış hatları daha 

dayanıklı malzemeler kullanılarak ultra performas sıvı kromatoğrafis (UPLC) sistemleri 

geliştirilmiştir. Fakat henüz bu sistemler HPLC kadar yaygın kullanıma sahip 

değillerdir.  
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal 

3.1.1 Olguların Seçilimi ve Gruplandırma 

Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Nöroloji Anabilim dalına müracaat eden akut 

iskemik inmeli hastalardan antikoagülanlı cam tüpe kanları alındı. Hasta grubunda 

primer olarak hipertansiyon ve/veya Tip 2 diyabet bulunmaktadır. Hastalar seçilirken 

nitrat türevi ilaç kullanmadıkları teyit edildi.  Kontrol grubundaki sağlıklı olduğu  

bilinen kişilerden kanları yine aynı şekilde alındı. 

 

3.1.2. Numunelerin Toplanması 

Atatürk Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsünün 24.07.2012 tarih ve 

2012.3.1/14 numaralı etik kurul izni Ek 2’de verilmiştir. 

Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Nöroloji Anabilim dalına müracaat eden 81 akut 

iskemik inmeli hastadan antikoagülanlı cam tüpe kanları alındı ve günlük olarak 2500 

rpm ve 20 dakika santrifüj edilerek plazma elde edildi. Plazmalar gruplandırılarak 

(aliqotlama) çalışma zamanına kadar -80 C de muhafaza edildi. Aynı şekilde kontrol 

grubundaki sağlıklı 50 kişiden kanları alınarak plazma eldesi yapıldı ve çalışma vaktine 

kadar –80 0C’de muhafaza edildi. 
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3.1.3. Kullanılan Cihazlar 

 

Tablo 3.1. Kullanılan cihaz ve aletlerin markası ile ilgili firma ve/veya ülke  

 

 

Cihaz veya Alet                         

 

Firma veya Ülke Adı      

HPLC Shimadzu LC-20AT, Japan 

 

HPLC Floresan Dedektörü Shimadzu RF-10AXL, Japan 

 

ELİSA Reader Biotek EL 50/ 800, USA 

 

Otomatik  Pipetler Brand, Germany 

 

Vorteks İka MS 3, İtaly 

 

Santrifüj Hettich Unıversal 320 R, Germany 

 

Hassas Terazi Denver  SI-234, U.S.A 

 

Derin Dondurucu(–80 0C) Nuaire NU-9483E, U.S.A 

 

Ultra Saf Su Cihazı Human Power I, Korea 
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3.2. Metot 

3.2.1. NO Analizi 

NO analizi için yaygın olarak tercih edilen ELİSA kiti (Cayman Chemical 

tarafından üretilen 780001 kodlu Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit ) kullanılmıştır. 

İki basamaklı işlemle total nitrit/nitrat konsantrasyonunu ölçmek için tasarlanmış bir 

kittir.  

Birinci basamakta nitrat redüktaz kullanılarak nitrat, nitrite çevrilir.  

          

             Nitrat redüktaz  

NO3 
-                                      NO2

-
  

(nitrat)                                  (nitrit)      

 

İkinci basamakta nitrit koyu mor renkli azo bileşiğine çeviren Griess Reaktifi 

eklenir. 540 nm’deki absorbansın fotometrik ölçümü bu azo kromofor sayesinde NO2
-
    

konsantrasyonu doğru bir şekilde ölçülmüş olur (Şekil 3.1).  
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Şekil 3.1. Griess reaksiyonu ile NO ölçümü 

 

3.2.1.1. Reaktiflerin Hazırlanması  

1) Nitrat/ Nitrit Assay Buffer: içerik 100 mL ultrasaf su ile sulandırıldı. Bu 

Assay Buffer çalışmadan hemen önce hazırlandı. Bu buffer 4 0C ‘de yaklaşık iki ay 

stabilitesini koruyabilir.  

2) Nitrat Redüktaz Enziminin Hazırlanması: 1.2 mL Assay Buffer ile 

sulandırıldı. Çalışma esnasında buzda bekletilir. Kullanılmadığında -20 0C’de depolanır. 

Bu çözelti dondurulup çözündükten sonra bir kez kullanılmalıdır.  

3) Nitrat Redüktaz Kofaktörlerinin Hazırlanması: 1.2 mL Assay Buffer ile 

sulandırıldı. Çalışma esansında buzda bekletilir. Kullanılmadığında -20 0C’de depolanır. 

Bu çözelti dondurulup çözündükten sonra bir kez kullanılmalıdır.  

4) Nitrat Standardının Hazırlanması: liyofilize halindeki standarda 1 mL Assay 

Buffer eklendi ve vortekslenerek iyice karıştırıldı. Kullanılmadığında 4 0C ‘de korunur, 

kesinlikle dondurulmaz. Sulandırılmış standart 4 ay stabildir.  
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5) Nitrit Standardının Hazırlanması: liyofilize halindeki standarda 1 mL Assay 

Buffer eklendi ve vortekslenerek iyice karıştırıldı. Kullanılmadığında 4 0C ‘de korunur, 

kesinlikle dondurulmaz. Sulandırılmış standart 4 ay stabildir.  

6) R1 ve R2 Griess Reaktifleri: bu reaktifler hazır halde geldiğinden herhangi bir 

işleme tabi tutulmadı. Bu reaktiflerde 4 0C ‘de korundu.  

 

3.2.1.2. Numunelerin Hazırlanması  

Elde edilen plazmaların bu kit ile kullanılabilmesi için ticari olarak temin edilen 

ultra filtrelerden geçirilmesine ihtiyaç vardır. Bu ultra filtrelerde plazmadan hemen önce 

ultrasaf su geçirilmelidir. Ultrafiltrasyon hemoglobin varlığında background absorbansı 

düşürecektir ve Griess Reaktifleriyle renk oluşumunu arttıracaktır. Analiz için 

maksimum 40 µM filtrat kullanıldı.  

 

3.2.1.3. Standartların Hazırlanması 

Temiz deney tüpü içerisine 0.9 mL Assay Buffer ve 0.1 mL nitrat standardından 

ilave edilerek iyice vortekslendi. Bu hazırlanan stok standardın konsantrasyonu 200 

µM’dır. Stok standart sırasıyla 5 µM, 10 µM, 15 µM, 20 µM, 25 µM, 30 µM, 35 µM 

olacak şekilde Assay Buffer ile seyreltilerek hazırlandı. 

 

3.2.1.4. Çalışma Prensibi  

1. Kör kuyucuklarına 200 µL Assay Buffer pipetlendi, başka hiçbir şey eklenmedi. 

2. 80 µL seyreltilmiş numune ilgili kuyucuklara pipetlendi. Bu esnada hava 

kabarcığı kalmamasına dikkat edildi. 

3. Tüm kuyucuklara 10 µL enzim kofaktörleri ilave edildi. 

4. Tüm kuyucuklara 10 µL nitrat redüktaz ilave edildi. 
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5. Plate kapatılarak oda sıcaklığında bir saat inkübasyona bırakıldı. 

6. İnkübasyondan sonra 50 µL R1 Griess Reaktifi tüm kuyucuklara ilave edildi. 

7. Bekletilmeden 50 µL R2 Griess Reaktifi tüm kuyucuklara ilave edildi. 

8. Renk değişiminin gerçekleşmesi için oda sıcaklığında 10 dakika bekletildi. 

9. Plate 540 nm’de okuma yapıldı. 

 

3.2.2. eNOS Analizi  

eNOS tayini için ticari olarak temin edilen ELİSA kiti (Uscn sE90868Hu) 

kullanıldı. Bu kit immunoassay sandwich enzim tekniğini kullanarak eNOS miktar 

tayini yapar. eNOS’a spesifik bir monoklonal antibody mikroplate içinde kaplı halde 

bulunur. Standart ve örnekler mikroplate kuyucuklara pipetlenir ve ortamda mevcut 

olan eNOS’lar immobilize antibody tarafından bağlanır. Daha sonra bağlanamayan 

substrat ortamdan uzaklaştırılır ve eNOS’a spesifik enzim bağlı poliklonal antikor 

kuyucuklara eklenir. Bağlanmamış antikorlar ortamdan uzaklaştırılmak için yıkanır ve 

sonrasında substrat çözeltisi eklenir, böylece ilk adımda bağlanmamış eNOS’un miktarı 

ile orantılı renk değişimi gözlenir. Bu enzim-substrat reaksiyonu sülfirik asit solüsyonu 

ilavesiyle durdurulur ve oluşan renkli kompleksin absorbansı 450 nm’de okunur. 

Örneklerdeki eNOS miktarı da standart grafik ile mukayese edilerek hesaplanır.  

 

3.2.2.1. Reaktiflerin Hazırlanması  

1) Tüm kit içeriği ve numuneler kullanmadan önce oda sıcaklığına getirildi.  

2) Standartlar: standart, standart seyreltici ile 1 mL’ye seyreltildi. 10 dakika oda 

sıcaklığında bekletildi ve köpük oluşmadan nazikçe çalkalandı. Hazırladığımız bu 

standart stok çözeltinin konsantrasyonu 1,000 pg/mL’dir. Bu stok çözeltiden seri 
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dilüsyon yaparak sırasıyla 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL, 31.2 

pg/mL, 15.6 pg/mL’lik standartlar hazırlandı. Son tüp boş bırakılarak kör yapıldı. 

 

 

 

3) Assay diluent A ve B: 6 mL diluent A ve B’ye 6 şar mL ultra saf su ilave 

dilerek toplamda 12 şer mL diluent Assay A ve B elde edildi.  

4) Detection Reaktif A ve B: stok detection reaktif A ve B kullanmadan önce 

santrifüjlendi. Assay diluent A ve B ile sırasıyla çalışma konsantrasyonuna seyreltildi.  

5) Yıkama Çözeltisi: konsantre yıkama çözeltisinden 20 mL alınarak 580 mL 

ultra saf su ile seyrelerek, 600 mL kullanıma hazır yıkama çözeltisi elde edildi. 

6) TMB (3,3’,5,5’ tetrametilbenzidin) substrat: sterizilize edilmiş tipler ile 

çözeltinin gerekli dozajı aspire edildi. 

 

3.2.2.2. Numunelerin Hazırlanması 

1) Analizden önce numunelerin standart grafiğin içerisinde olduğundan emin 

olunmalı, aksi taktirde yanlış sonuçlar alınması kaçınılmazdır. Bunun için 

gerekirse numuneler yeteri kadar seyreltilebilir. 

2)  İşlem görmemiş numunelerin uzun süre depolanmaması tavsiye edilir. Aksi 

taktirde bu numunelerde protein degradasyonu ve denaturalizayonu meydana 

gelebilir ve bu da yanlış analiz sonuçlarına sebep olabilir. 
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3.2.2.3. Analiz İşlemi 

1) Numune, standart ve kör kuyucuklarını belirlendi. 7 kuyucuğa standart ve 1 

kuyucuğa kör bırakıldı. Kuyucuklara 100 µL numune, standart veya körde 

hangisi konulacaksa pipetlendi ve plate kapatılarak 37 0C’de 2 saat 

inkubasyona bırakıldı. 

2) Her bir kuyucuğun sıvısı uzaklaştırıldı, yıkamadan.  

3) Her bir kuyucuğa detection reaktif A’dan 100 µL pipetlendi ve plate 

kapatılarak 37 0C’de 1 saat inkubasyona bırakıldı. 

4) Solusyon aspire edildi ve her bir kuyucuk 350 µL yıkama çözeltisi ile 

yıkandı. Bu işlem 3 kez tekrarlandı.  

5) Her bir kuyucuğa detection reaktif B’den 100 µL pipetlendi ve plate 

kapatılarak 37 0C’de yarım saat inkubasyona bırakıldı. 

6) Aspirasyon/yıkama işlemi 4. Basamaktaki gibi 5 kez tekrarlandı. 

7) Her bir kuyucuğa 90 µL substrat solusyonu eklenir, plate kapatılarak 37 

0C’de 15-25 dakika inkübe edilir. Bu esnada ışıktan korunur. Solusyon 

ilavesiyle sıvı maviye dönecektir.  

8) Her bir kuyucuğa 50 µL stop solusyonu eklenir. Bu ilaveyle renk sarıya 

dönecektir. Bunun için plate kenarlarından tutularak hafifçe çalkalanır. 

9) Kabarcık kalmadığından emin olunduktan sonra hemen 450 nm’de okunur. 

 

3.2.2.4. eNOS Çalışma Prensibi 

1. standartlar ve örnekler eNOS’a spesifik bir biotinle kaplanmış antikor içeren 

mikroplate kuyucuklara pipetlenir. 
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2. Avidinle birleşmiş Horseradish Peroksidaz (HRP) her bir mikroplate 

kuyucuğuna eklenir ve inkübe edilir.  

3. TMB substrat solusyonunun ilavesinden sonra bu kuyucuklar sadece eNOS 

içerir, biotinle konjuge antikor ve enzimle konjuge avidin bir renk değişimi 

gösterecektir.  

4. Enzim-subsrat reaksiyonu sülfirik asit ilavesiyle sonlanır ve oluşan renk 

değişimi spektrofotometrik olarak 450 nm’de ölçülür. 

5. Örneklerdeki eNOS miktarı da standart grafik ile mukayese edilerek hesaplanır. 

 

3.2.3. ADMA Analizi 

ADMA analizi ters faz HPLC tekniğine dayalı ticari olarak temin edilen (Eureka 

code Z58010) kiti ile çalışıldı. Bu kit ile çalışırken önce plazma örnekleri kitte mevcut 

olan katı faz kolonu ile ekstrakte edildi. Sonra ekstraksiyondan elde edilen ektrakte 200 

µL reagent N (tampon çözelti), 150 µL reagent O (tampon çözelti), 30 µL reagent J 

(başlangıç çözeltisi), 30 µL reagent L (türevlendirme çözeltisi) ilave edildi. 

Vortekslendikten sonra 20 0C ‘de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. 150 µL HPLC 

saflığında su eklenerek HPLC sistemine verildi. 

HPLC sisteminin kromatoğrafik koşulları şöyledir; 

Kolon akış hızı: 1 mL/ dk 

Enjeksiyon hacmi: 100 µL 

Fenil kolon: 250 mm x 4.6 mm x 6 µ 

Floresans dedektör: 420 nm eksitasyon, 483 nm emisyon 

Kolon basıncı: 90 ± 10 bar 

Analiz süresi: 25 dakika 

Kolon sıcaklığı: 20 0C 
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Kolonu şartlamak için; Dedektör bağlantısını keserek 1 mL/dakika akış hızıyla 

30 mL su: asetonitril (50:50 v/v) ve peşinden 30 mL HPLC saflığında su geçirildi. 

Mobil faz vakum filtre düzeneğinden 0.22 µ’luk filtreden geçirildi. Kolondan 30 mL 

mobil faz 1 mL/dakika hızla geçirilerek şartlandırılır. İlk 30 mL tahliye edilir. Geri 

dönüşüm fazında da 30 dakika olacak şekilde kolon şartlandırılır. Son olarak 

türevlendirilmiş kimyasal standart enjekte edilir ve HPLC sisteminin çalışması test 

edilir.  

 Kolonu temizlemek için; dedektör bağlantısı kesilir. 30 mL su kolondan 

geçirilir. Su : asetonitril (40 : 60 v/v) karışımı 30 dakika akıtılır. Kolon yeniden 

kullanılmak istendiğinde mobil fazla şartlandırmadan önce 30 dakika su geçirilir.  

 

 

3.3. İstatistiksel Analiz  

Bu doktora tez çalışmasının sayısal verilerinin istatistiksel hesaplanmasında 

IBM SPSS 20.0 (SPSS Inch, Chicago, Iliniois) paket proğramı kullanılarak gruplar 

arasındaki sayısal değişkenlerin farkını değerlendirmek için Student-t testi veya Mann-

Whitney U testleri kullanılmıştır. Sayısal değişkenler ortalama ± standart sapma 

şeklinde belirtilmiştir.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. Plazma NO sonuçları 

Akut İskemik İnmeli hastalarda (81) NO düzeyleri 58.46±1.92 µmol ve sağlıklı 

kontrol grubunda (50) 61.22±0.95 µmol olarak tespit edildi (p=0.246). Bu değerler şekil 

4.1’de grafik olarak verilmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.1. Plazma NO sonuçları 
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4.1.1. Plazma NO sonuçlarının grup içi dağılımı 

4.1.1.1. Plazma NO sonuçlarının iskemik inme hastası gruptaki dağılımı 

Akut İskemik İnmeli kadın (51) hastalarda NO düzeyleri 58.34±2.21 µmol ve 

erkek hastalarda (30)  58.65±3.61 µmol olarak tespit edildi (p=0.83). Bu değerler şekil 

4.2 ‘de grafik olarak verilmiştir. 

 

 

 

 

Şekil 4.2. Plazma NO sonuçlarının iskemik inme hastası gruptaki dağılımı 
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4.1.1.1.2. Plazma NO sonuçlarının kontrol grubundaki dağılımı 

Kontrol grubu kadınlarda (33) NO düzeyleri 62.54±1.39 µmol ve kontrol grubu 

(27) erkeklerde 60.10 ±1.28 µmol olarak tespit edildi (p=0.122). Bu değerler şekil 

4.3’de grafik olarak verilmiştir.  

 

 

 

 

Şekil 4.3. Plazma NO sonuçlarının kontrol grubundaki dağılımı 
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4.2. Plazma eNOS sonuçları 

Akut İskemik İnmeli hastalarda (81) eNOS düzeyleri 568.29±33.51 pg/mL ve 

sağlıklı kontrol grubunda (50) 335.51±28.92 pg/mL olarak tespit edildi (p<0.001). Bu 

değerler şekil 4.4’de grafik olarak verilmiştir. 

 

 

 

 

Şekil 4.4. Plazma eNOS sonuçları 
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4.2.1. Plazma eNOS sonuçlarının grup içi dağılımı 

4.2.1.1. Plazma eNOS sonuçlarının iskemik inme hastası gruptaki dağılımı 

Akut İskemik İnmeli kadın (51) hastalarda eNOS düzeyleri 547.90±42.84 pg/mL 

ve erkek hastalarda (30)  602.97±54.01 pg/mL olarak tespit edildi (p=0.395). Bu 

değerler şekil 4.5’de grafik olarak verilmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.5. Plazma eNOS sonuçlarının iskemik inme hastası gruptaki dağılımı 

 

 

 

 

 

 

 

eN
O

S
 (

p
g/

m
L

) 



73 
 

4.2.1.2. Plazma eNOS sonuçlarının kontrol grubundaki dağılımı 

Kontrol grubu (23)  kadınlarda eNOS düzeyleri 335.91±42.24 pg/mL ve kontrol 

grubu (27) erkeklerde 335.17±40.40 pg/mL olarak tespit edildi (p=0.793). Bu değerler 

şekil 4.6’da grafik olarak verilmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.6. Plazma eNOS sonuçlarının kontrol grubundaki dağılımı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

eN
O

S
 (

p
g/

m
L

) 



74 
 

4.3. Plazma ADMA sonuçları  

 Akut İskemik İnmeli (81) hastalarda ADMA düzeyleri 596.8±331.5 nmol/L ve 

sağlıklı kontrol (50)  grubunda 517.6±171.1 nmol/L olarak tespit edildi (p=0.013). Bu 

değerler şekil 4.7’de grafik olarak verilmiştir. 

 

 

 

 

Şekil 4.7. Plazma ADMA sonuçları 
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 4.3.1. Plazma ADMA sonuçlarının grup içi dağılımı 

 4.3.1.1. Plazma ADMA sonuçlarının iskemik inme hastası gruptaki dağılımı 

Akut iskemik inmeli kadın (51) hastalarda ADMA düzeyleri 623.4±43.8 nmol/L 

ve erkeklerde (30) 551.5±49.3 nmol/L olarak tespit edildi (p=0.409). Bu değerler şekil 

4.8’de grafik olarak verilmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.8. Plazma ADMA sonuçlarının iskemik inme hastası gruptaki dağılımı 

 

 

 

 

 

 

 



76 
 

4.3.1.2. Plazma ADMA sonuçlarının kontrol grubundaki dağılımı 

Kontrol grubu (23) kadınlarda ADMA düzeyleri 532.4±23.5 nmol/L ve kontrol 

grubu (27) erkeklerde 505.0±24.9 nmol/L olarak tespit edildi (p=0.436). Bu değerler 

aşağıda grafik olarak verilmiştir. 

 

 

 

 

Şekil 4.9. Plazma ADMA sonuçlarının kontrol grubundaki dağılımı 
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Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubundaki NO, eNOS ve ADMA sonuçlarının toplu halde 

gösterimi  

 

 

 

Tablo 4.2. Gruplara ait güven aralıkları  

 

Değişken 

 

       Hasta için %95 GA 

 

Düşük                          Yüksek  

Değer                            Değer 

    Kontrol için %95 GA 

 

Düşük                   Yüksek  

Değer                             Değer 

 

 

NO (µmol) 

 

 

 

54.63                            62.28 

 

 

59.31                         63.14     

 

eNOS  (pg/mL) 

 

 

501.60                          634.98   

 

277.39                      393.63 

 

ADMA (nmol/L)  

 

530.8                             662.7   

 

483.2                         552.0   

 

 

GA: Güven aralığı 

 

Değişken 

 

 

Hasta 

n=81 

 

Kontrol 

n=50 

 

P değeri 

 

 

NO (µmol) 

 

58.46±1.92 

 

 

61.22±0.95 

 

0.246 

 

eNOS (pg/mL) 568.29±33.51 

 

335.51±28.92 0.000 

 

ADMA (nmol/L)  596.8±331.5 517.6±171.1 0.013 
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4.3.1.3. Gruplar da Yaş Ortalaması ve HDL, LDL, Glukoz, Toplam Protein, 

Kreatinin Düzeyleri  

Akut iskemik inmeli olan hasta grubumuzda yaş ortalaması 63.48±18.08 ve 

sağlıklı kontrol grubumuzda yaş ortalaması 47.54±16.96 olarak tespit edildi. Glukoz, 

toplam protein, kreatinin, HDL ve LDL düzeylerinin de iki grup arasındaki dağılımı 

aşağıdaki tabloda verilmiştir. 

 

Tablo 4.3. Gruplar da Yaş Ortalaması ve HDL, LDL, Glukoz, Toplam Protein, 

Kreatinin Düzeylerinin tablo halinde gösterimi 

 

 

Değişkenler 

 

Hasta  

 

Kontrol  

 

p değeri 

 

Yaş 

 

 

63.48±18.08 

 

47.54±16.96 

 

0.000 

Glukoz (mg/dL) 

 

116.28±4.54 107.34±4.94 0.167 

Toplam protein 

(g/dL) 

6.62±0.10 6.93±0.13 0.058 

 

Kreatinin (mg/dL) 

 

0.90±0.71 1.03±0.48 0.000 

HDL (mg/dL) 

 

38.53±0.69 43.61±1.08 0.000 

LDL (mg/dL) 131.62±2.55 119.39±4.76 0.004 
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Tablo 4.3. ADMA, eNOS, NO seviyelerinin gruplararası korelasyon dağılımı  

 

Hasta yaş ADMA (nmol/L) eNOS  (pg/mL) NO (µmol) 

Yaş 

r 1 0.128 0.236* -0.219*

p  0.256 0.034 0.049

n 81 81 81 81

ADMA (nmol/L) 

r 0.128 1 0.080 0.002

p 0.256  0.477 0.987

n 81 81 81 81

eNOS  (pg/mL) 

r 0.236* 0.080 1 -0.282*

p 0.034 0.477  0.011

n 81 81 81 81

NO (µmol) 

r -0.219* 0.002 -0.282* 1

p 0.049 0.987 0.011  

N 81 81 81 81

   

 

 

 

Kontrol yaş ADMA (nmol/L) eNOS  (pg/mL) NO (µmol) 

Yaş 

r 1 -0.094 0.216 -0.285*

p  0.515 0.132 0.045

n 50 50 50 50

ADMA (nmol/L) 

r -0.094 1 0.050 0.154

p 0.515  0.730 0.285

n 50 50 50 50

eNOS  (pg/mL) 

r 0.216 0.050 1 -0.151

p 0.132 0.730  0.296

n 50 50 50 50

NO (µmol) 

r -0.285* 0.154 -0.151 1

p 0.045 0.285 0.296  

n 50 50 50 50

 

r= Pearson korelasyon katsayısı 
* p>0.05 

n= örneklem sayısı  
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5. TARTIŞMA 

 

İnme, batı dünyasında iskemik kalp, kanser hastalığı sonrası morbiditenin ve 

mortalitenin önde gelen üçüncü nedenidir. Global olarak 50 milyondan fazla inme ve 

geçici iskemik atak  vardır. Sağ kalan her beş hastanın biri daha sonraki 5 yıl içinde 

tekrar inme geçirmektedir, buda sağlık sistemini ve ekonomiyi yoğun bir yüke 

sokmaktadır.7 

2009’da güncellenen tahminler inmenin dünya çapındaki doğrudan ve dolaylı 

ekonomik maliyetini yaklaşık 70 milyon dolar olarak göstermektedir.8 Tek başına 

ABD’de 5-6 milyon inme sağkalanın olduğu tahmin edilmektedir ancak bunların 

maliyeti tahmin edilenlerden çok daha fazladır. İnme sağ kalanlarının % 15-30 arasında 

sürekli sakatlık varken, inme geçirenlerin % 20’si inme sonrası 3 ay boyunca klinik 

bakımına ihtiyaç duymaktadır.8, 9 Popülasyonunu tümü inme açısından risk altındadır ve 

bu hastalığa yaşlıların hastalığı olarak bakılmamalıdır, çünkü inme geçirenlerin üçte biri 

65 yaşının altındadır. İnme açısından siyahlar beyazlara göre 2 kat, kadınlar erkeklere 

göre daha fazla risk altındadırlar. ABD’de 2005 yılında inmeye bağlı ölümlerin 

%60.6’sını kadınlar oluşturmakta idi; bu insidansın artmasını birincil nedeni yaşam 

süresinin uzaması ile ilişkili olduğu düşünülmektedir.8 Bununla birlikte, miyokardial 

enfarktüs, koagulopatiler, periferik vasküler hastalık, hipertansiyon, atrial fibrilasyon 

veya diabetes mellitusu içeren vasküler ve inflamatuar risk faktörleri eğer hastada daha 

önceden veya aynı anda varsa, bu hasta aynı zamanda inme açısından da risk 

altındadır.8, 9 

Küçük molekül ağırlıklı ve heterodiatomik moleküllü, zehirli bir gaz olan NO, 

daha önce endotel kaynaklı gevşeme faktörü olarak bildirilen maddenin NO olduğunun 

gösterilmesiyle bilimsel çalışmaların odağı haline geldi. Bu şekilde başlayan NO ile 
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ilgili araştırmalarda 1991’den sonra aşırı derecede artış oldu. Bu çalışmalar sonucunda, 

fizyolojik ve patolojik olaylardaki rolü hakkında daha fazla bilgi edinilen NO, 1992 

yılında yılın molekülü seçildi ve sonrasında Nobel ödülüne layık görüldü.54, 55  

Lipid ve suda çözünen serbest radikal bir gaz olan NO, NO2 gibi diğer radikaller, 

NO2
-   gibi orta derecede stabil anyonlar, NO3 gibi dayanıklı anyonların yanında, N2O3 

gibi dayanıksız oksitler ve ONOO- gibi dayanıksız peroksitler oluşturur. Düşük pH’da 

biriken nitrit (NO2
-) proton kazanarak nitröz aside ve daha sonra dismutasyonla NO’e 

dönüşür. NO thiollerle reaksiyona girerek RSNO gibi depo formlar oluşturur. Bu depo 

formların bir elektron kaybetmesiyle sülfhidrifilik reaktanlar, nitrosonium (NO+)oluşur. 

Bu formların bir çoğu biyolojik olarak bir kaç saniye gibi kısa bir sürede 

oluşmaktadır.56, 57  

eNOS tarafından sentezlenen endotel kaynaklı NO, bazal vasküler tonüsün 

önemli bir belirleyicisidir. Bu şekilde sistemik dolaşımı regüle eden NO, kalp, 

karaciğer, beyin gibi organların lokal dolaşımlarının düzenlenmesine de katkıda 

bulunur.72 eNOS eksikliği hipertansiyona neden olur. Bu ilişki deneysel çalışmalarla 

gösterilmiştir. Gerek NOS inhibitörlerinin kullanıldığı, gerekse eNOS genlerinin 

inaktive edildiği deneylerde, ratlarda hipertansiyon geliştirilmiştir. Kronik böbrek 

yetmezliklerinde dimetilarginin’in plazma konsantrasyonlarının arttığı, bunun NOS’in 

aktivasyonunu inhibe ederek hipertansiyona neden olduğu tespit edilmiştir.73 Endotel 

kaynaklı NO’in damar bütünlüğünün korunması, lökositlerin endotel hücrelerine 

yapışmasının ve düz kas hücre proliferasyonunun önlenmesi gibi etkilerinin yanında 

trombosit adezyonu ve agregasyonunu inhibe etme etkileri de vardır. Bu yüzden 

kardiyovasküler hemostazda, kritik rolü olan endotel kaynaklı NO’in aterogenezi inhibe 

ettiği söylenebilir. NO bu etkisini, prostasiklinle sinerjist bir etkileşimle sağlar.74 

Gerçekten de hipertansiyon, hiperlipidemi, sigara içme ve diabet gibi ateroskleroza 
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zemin hazırlayan faktörlerin tümü, anormal endotel fonksiyonları ve biyoaktif NO 

seviyelerinde azalma ile birliktedir.  

NO’in vaskuloprotektif rolleri hücre türüne göre değişmektedir; vaskuler 

sistemdeki düz kas hücrelerinin proliferasyonunu ve migrasyonunu inhibe eder, 

endotelyal hücre proliferasyonunu ve migrasyonunu teşvik eder ve apoptosisi inhibe 

eder, trombosit agregasyonunu baskılar, endotele trombosit, lökosit ve monosit 

adhezyonunu inhibe eder ve bunların tümü vasküler hasarda intimal hiperplazi 

gelişimini engeller.168 

Bu doktora tez çalışmasının önemli parametrelerinden NO ve eNOS, ELİSA 

tekniği ile analiz edilmiştir. Biyokimyada NO ve NOS izoenzimlerine ELISA ile 

bakılması sıklıkla başvurulan ve güvenilir bir tekniktir. 

NO, birçok sistemde önemli görevlere sahip ve bununla birlikte birçok hastalıkla 

ilişkilidir. Bu nedenle tanımlanması ve miktar tayini önemlidir. NO ölçüm yöntemleri 

değerlendirilen hastalıklar ve örnek çeşitlerine göre farklılık gösterir. NO’in yarılanma 

ömrünün çok kısa olması, in vivo olarak çok düşük miktarlarda oluşması ve oluştuktan 

sonra hızla moleküler oksijen ile etkileşerek reaksiyona girmesi ölçümünü 

güçleştirmektedir. Bu yüzden NO ölçümünde standart bir yöntem olmamakla beraber 

çalışma konusuna göre güvenilir sonuç almak için çeşitli yöntemler kullanılmaktadır.169  

Bu yöntemleri çalışma prensibi ile kısaca aşağıda belirtelim; 

NO Miktarının Kemilüminesans Yöntemle Belirlenmesi: Bu yöntemde prensip 

NO’in O3 ile etkileşmesi sonucunda açığa çıkan ışığın spektroskopik olarak  ölçümüne 

dayanmaktadır. O3, NO ile tepkimesinde uyarılmış durumdaki nitrojen dioksit (NO2 ˙) 

oluşur. NO2 ˙ in normal formuna dönerken yaydığı foton kemilüminesans yöntemiyle 

ölçülür.170 
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NO Miktarının Elektron Paramanyetik Rezonans Yöntemi ile Belirlenmesi: 

Işınlanan ürünün soğurduğu doz miktarı ve ışınlama sonucunda oluşan çiftlenmemiş 

elektrona sahip moleküler radikallerin miktarları, yapıları ve kararlılıkları elektron 

paramanyetik rezonans (EPR) spektroskopisi yardımıyla direkt ölçülebilir. Gaz, sıvı ve 

katı bir maddenin EPR tekniği ile incelenmesinde, atom veya molekülde eşlenmemiş bir 

elektronun manyetik momentinin yön değiştirmesi esas alınır. Burada temel nokta 

incelenecek atom veya molekülün paramanyetik özellik göstermesi gerektiğidir. Çünkü 

bir madde eşlenmemiş bir yada birkaç elektron içeriyorsa o madde paramanyetiktir.171 

EPR spektrumundaki rezonans çizgilerin genişliği ve yapısından yararlanılarak 

eşlenmemiş elektronun yeri ve yapısı hakkında bilgi edinilebilir. Serbest radikal 

yapısında olan NO’in nitronlar veya nitrozo bileşikleri gibi nitroksitler veya hemoglobin 

ile etkileşimi esanasında oluşan enerji miktarı ve manyetik alan şiddeti bu yöntemle 

ölçülebilir.172 

NO Miktarının Methemoglobin Spektrofotometresi Yöntemi ile Belirlenmesi: 

Nitrik Oksitin, NO2 ˙ ve NO3 ˙ e okside olması NO metabolizmasının asıl yoludur. 

Plazma ve diğer fizyolojik sıvılarda veya tamponlarda NO tamamen nitrite okside olur 

ve saatlerce stabil olarak kalır. Bunun için NO, öncelikle moleküler O2 ile reaksiyona 

girer. NO ve NO2 ˙ kanda hızla NO3 ˙ okside olur.173  

NO, oksihemoglobin ile tepkimeye girerek nitrat ve methemoglobin oluşturur. 

Methemoglobin oluşumu spektrofotometre ile izlenir. Oksihemoglobin veya 

oksimiyoglobinin kullanılabildiği bu dolaylı yöntem, NO tayinlerinin standart 

yöntemlerinden biridir. Hemoglobin veya miyoglobin görünür alanda yaygın bir 

absorbsiyon spektrumuna ve farklı oksidasyon düzeylerindeki absorbsiyonları dalga 

boyuna bağlı olarak değişir. NO’in deoksihemoglobin ile tepkimesiyle oluşan nitrozil 

hemoglobin, 560 nm’deki absorbsiyon azalması spektroskopik olarak izlenebilir. NO ve 
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Nitrik Oksitten kaynaklanan oksidanların oluşumu, ortamdaki hemoglobin ve 

miyoglobinin absorbsiyon izlenerek incelenebilir.174 

NO Miktarının Elektrokimyasal Yöntemler ile Belirlenmesi: Elektrokimyasal 

yöntemler, spesifik elektrotlar üzerinde NO oksidasyonu sırasında oluşan akımın 

ölçülmesidir. Bu yöntemin ölçüm esası, NO’in gaz geçirgen bir membrandan geçerek 

ince bir elektrolit tabakasından difüzyonu ve takiben ölçüm elektrodlarını okside 

etmesine dayalıdır. Bu oksidasyon membranın dışındaki NO’in konsantrasyonu ile 

orantısal bir akım oluşturur. Biyolojik örneklerdeki NO’in in situ olarak doğrudan 

ölçülmesini sağlar. Reaksiyon zamanı uzundur.175 

NO Miktarının Kapiller Elektroforez Elektrokimyasal Yöntemi ile Belirlenmesi: 

Kapiller elektroforezde elektriksel bir alan altında ve bir iletken ortam altında yüklü 

parçacıkların yada moleküllerin hareketi yanında elektroozmotik hareketlilik denilen 

ikinci bir hareketlilik vardır. Elektriksel alan uygulandığı andan itibaren kapiller 

içerisindeki yüklü ve yüksüz parçacıklar elektroosmoz ve elektroforetik hareketliliğin 

etkisi altında kalırlar.176 

Bu yöntem ile NO dolaylı ölçümlerinde nitrit ve nitrat tayini yapılmaktadır. Ters 

elektroozmotik akışla yüksek ayrılma sağlanarak nitrit ve nitrat ayrımı yapılan veya UV 

dedektörle nitrit ölçümü yapılan çalışmalar vardır. Örnek hacmi pikolitre ile nanolitre 

düzeyindedir.177 

NO Miktarının Florometrik Yöntemi ile Belirlenmesi: NO miktarının 

florometrik yöntemlerle belirlenmesinde naftotriazololün floresansı 375 nm eksitasyon 

ve 415 nm emisyon özelliklerinde yararlanılarak ölçülür ve 10 nM derişimindeki NO’in 

doğrudan tayinine imkan tanır.178 

NO Miktarının Gaz Kromatoğrafisi Yöntemi ile Belirlenmesi: Gaz halinde bir 

molekül olan NO’in gaz kromatoğrafisi ile ölçülmesi mümkündür. Ancak hassasiyetin 
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düşük olması ve maliyetin yüksek oluşu ile tercih edilmemektedir. NO’in metabolitleri 

olan nitrit ve nitrat tayinlerinde kullanılan birçok analitik yöntemlere ek olarak kütle 

spektrometresi tabanlı, doğruluk bakımdan hassas, özgüllüğü yüksek Gaz Kromatoğrafi 

– Kütle Spektrometresi (GC-MS) kullanıldığı çalışmalarda bulunmaktadır.179 

NO Miktarının HPLC Yöntemi ile Belirlenmesi: NO prekürsörü olan L- Arginin 

düzeyleri ve eNOS’un endojen yarışmalı inhibitörü olan ADMA’nın ölçümü ile indirek 

NO ölçümü HPLC ile yapılabilmektedir. Dedektör, kolon ve pompa seçimi önemlidir.  

Ölçümde floresan dedektör kullanılır.166, 180, 181 

NO Miktarının Kolorimetrik Yöntem ile Belirlenmesi: NO’in karakterize 

edilmiş en önemli hedef molekülleri: demir, kükürt ve oksijen türevi yapılardır. NO 

lipofilik yapıda olup, yüksek konsantrasyonlardaki NO oksijensiz ortamda oldukça 

stabildir ve suda çözünme özelliği gösterir. Düşük konsantrasyonlarda ise, ortamda 

oksijen varlığında dahi stabilitesini koruyabilir. Havadaki NO, kısa sürede oksijenle 

oksitlenerek NO2 ‘ye dönüşür. NO ve tekrar NO’e dönüşebilen nitrojen oksitleri (NO2˙, 

N2O3, N2O4 vb ), güçlü nitroze edici ajanlardır ve primer ile sekonder aminleri 

nitrözleyerek, nitrozaminleri oluştururlar.182 Aerobik sulu çözeltilerde NO, hızla oksijen 

ile tepkimeye girerek reaktif türler oluştururlar. NO’in bu reaktif ürünlerinin kimyasal 

bileşiklerle tepkimeleri, kolorimetrik indirek ölçüme olanak sağlar.183 

Nitrit ölçümü için kullanılan kolorimetrik yöntemlerin çoğu azo boyalarının 

oluşumu temeline dayanmaktadır. Örneklerdeki nitrit ve nitrat miktarları iki aşamalı 

yöntem ile ölçülmektedir. Öncelikle nitrat enzimatik dönüşüm veya metalik kadmiyum 

ile nitrite indirgenir. Oluşan toplam nitrit ise hemen hemen her örnekte kullanılabilecek 

bir yöntem olan Griess yöntemi ile ölçülür. Griess yöntemi nitritin asidik ortamda 

primer bir aromatik amin ile (sülfanilamit) diazotizasyonu ve N- (1-naftil) etilendiamin 

hidroklorit (NED) ile mor renkli bir azo ürünü oluşturması esasına dayanır.184 
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NO ölçümü yapılırken özellikle nitrit ölçümü tercih edilse de NO metabolizması 

sonucu, biyolojik sistemlerde nitrit hem demiri içeren proteinler varlığında nitrata 

okside olur. Fizyolojik koşullarda NO yaklaşık 3:2 oranında nitrit ve nitrata okside 

olmaktadır. Oluşum oranları örneğe bağlı değişiklik gösterdiğinden, NO 

metabolizmasının derecesinin en iyi göstergesi olarak nitrit ve nitratın birlikte 

ölçülmesidir.184 

Toplam nitrit ve nitrat miktarının ölçümü için çeşitli firmalar tarafından 

geliştirilen ELİSA kitleri bulunmaktadır. Bu ELİSA kitleri ile hızlı ve güvenilir 

sonuçlar elde edebilmek mümkündür.157 

NO Miktarının Nitrik Oksit Sentaz Ekspresyonu ile Belirlenmesi: NO seviyesini 

belirlemede kullanılan diğer bir yöntemde NO sentezinden sorumlu NOS enzimlerinin 

ekspresyonlarının gösterilmesi ile NO’nun direk ölçülmesidir. Günümüzde NOS 

enzimlerinin yerleşiminin gösterilmesi için kullanılan yöntemler arasında 

immunohistokimyasal ve in situ hibridizasyon yöntemleri bulunmaktadır.185 

NOS enzimlerinin mRNA ekspresyonu için kullanılan yöntemler arasında; ters 

transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu, Northern-blot ve ribonükleaz-koruma 

analizi gibi yöntemler kullanılmaktadır. NOS enzimlerinin protein ekspresyonu içinde 

en sık kullanılan yöntem Western-blot analizidir. Western blot, elektroforez işlemiyle 

poliakrilamid jelde göç ettirilen proteinlerin immunolojik yöntemlerle tespitidir. 

Blotlamadan önce, çalışılan numunedeki proteinler, elektriksel ortamda jel üzerinde göç 

ettirilir. Protein elektroforezi SDS-PAGE, proteinlerin ayrıştırılması ve 

saflaştırılmasında kullanılan temel biyokimyasal yöntemlerden biridir. Elektroforez 

işlemini takiben, jeldeki proteinlerin membrana transferleri (blotlama), spesifik olmayan 

reaksiyonları engellemek için membranda protein bağlanmamış bölgelerin ilgisiz 
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proteinlerle kaplanması (bloklama), özgül antikorlarla tepkime ve en son adımda 

proteinlerin görüntülenme aşamasıdır.185 

Sonuç olarak NO büyük ölçüde ve hızla NO2˙ ve NO3˙e dönüştüğünden bu 

temele dayalı Griess reaktifiyle ölçüm diğer yöntemlere göre daha kolay, güvenilir, 

tekrarlanabilir ve daha ucuz olmasından dolayı tercih edilen yöntemdir.157, 169, 186  Bu 

çalışmada yukarıda bahsi geçen üstün özelliklerinden dolayı bu yöntem tercih 

edilmiştir. 

Artmış NO aktivitesi ile ilişkili olan bazı hastalıklar şunlardır: Septik şok, 

reperfüzyon hasarı, gastroözofageal reflü, ülseratif kolit, diabetes mellitus, graft versus 

host reaksiyonu ve allograft rejeksiyonu. Öte yandan, iskemik hasar, hipertansiyon, 

ateroskleroz ve vaskölopatiler, akalazya, doğuştan pilor stenozu ve Hirschsprung 

hastalığında da NO aktivitesinin azaldığı gösterilmiştir.67 

Bu doktora çalışmasının diğer önemli parametrelerinden biri olan ADMA da 

HPLC tekniği ile analiz edilmiştir ve kullanılan HPLC tekniği; C18 kolon ile ters faza 

dayalı olarak üretilen bir ticari kittir.      

HPLC bütün analitik ayırma metodları arasında en cok tercih edilenidir. Bunun 

sebebi, bu metodun; hassas olması, sıcaklığa hassas maddelere bile uygulanabilmesi, 

doğruluk dereceleri ve kesinlikleri yüksek sonuçlar vermesidir. 166 

  Protein rezidülerinin posttranaslasyonel modifikasyonu sonucu oluşan dimetil 

argininlerden olan ADMA’nın tespitine yönelik çeşitli analitik teknikler geliştirilmiştir 

ve kullanılmıştır. Bu teknikler ve literatürde rastladığımız bazı kullanıcıları şöyledir; 

Katı faz ekstraksiyonunu müteakip OPA (o-fitaldialdehit) ile türevlendirmek 

suretiyle HPLC de floresan dedektör kullanılan analizi Petterson ve arkadaşları, 1997, 

Boeger ve arkadaşları, 2001, Paiva ve arkadaşları, 2002, Teerlink ve arkadaşları, 2002, 
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Kielstein ve arkadaşları, 2003, Kielstein ve arkadaşları, 2003, Bae ve arkadaşları, 2005, 

Teerlink, 2005.  

LC- MS/MS ile Vishwanathan ve arkadaşları, 2000, Martens-Lobenhoffer ve 

arkadaşları, 2004, Martens-Lobenhoffer ve arkadaşları, 2006.  

LC- MS/MS’te izotop dilusyon tekniği ile  Martens-Lobenhoffer ve arkadaşları, 

2004 ,Martens-Lobenhoffer ve arkadaşları, 2006. 

GC-MS/MS ile tri(N-penta-fluoro-propionyl) ile methil esteri halinde Tsikas ve 

arkadaşları 2003, Albsmeier ve arkadaşları, 2004. 

ELİSA ile Schulze ve arkadaşları, 2005. 

Bu metodların hassasiyetini daha iyi karşılaştırabilmek için birbirine özdeş 

grupların karşılaştırılmasına ihitiyaç vardır. Bu metodlar içerisinden Teerlink 2005’in 

kullandığı metodun hastanelerde rutin olarak kullanılmaya en uygun olduğu 

belirtilmiştir.187, 188  

Valtonen ve arkadaşları, yaptıkları çalışmada insan plazma ve serumunda 

ADMA analizi için ELİSA ile HPLC metodunu (Teerlink’e göre) karşılaştırmışlar ve 

HPLC’de ADMA analizinin ELİSA’ya kıyasla daha güvenilir olduğunu, ayrıca serum 

ADMA düzeyleri ile plazma ADMA düzeyleri arasında önemli bir fark olmadığını da 

tespit etmişlerdir.189 

Teerlink 2007, biyolojik sıvılarda metilenmiş argininlerin ölçülebilecek alt 

limitlerini idrar ve plazma için 0.01-0.3 µM ve BOS gibi daha kompleks matrikslerde 

ise daha düşük olduğunu belirtmiştir. L-NMMA ise ölçülemeyecek kadar az miktarda 

metabolizmada üretilmektedir.190  

Ayrıca 50-75 yaşlarında 2311 kişinin katıldığı geniş ölçekli bir kohort 

çalışmasında ADMA ve SDMA, HPLC ile ölçülmüş ve bulunan ortalama değerler; 

ADMA için 0.497±0.063 µM , % 95 GA ile 0.39-0.63 µM ve SDMA için 0.526±0.101 
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µM, % 95 GA ile 0.38-0.73 µM olarak tespit edilmiştir. Ayrıca ADMA 

konsantrasyonunun kadınlarda erkeklere oranla daha fazla olduğuda belirtilen bilgiler 

arasındadır.190  

Bu doktora çalışmasında da Teerlink 2005 ve 2007’nin metoduna göre üretilmiş  

ticari ters faz HPLC kiti kullanılmıştır. 

ADMA serum veya plazmada çalışılabilir, plazma tercih edilecekse antikoagülan 

olarak EDTA veya heparin kullanılması, sitrat kullanılmaması tavsiye edilmektedir. 

Çünkü sitrat miktarsal olarak sonucu olumsuz etkilemektedir. Serum ile heparinli 

plazma örnekleri karşılaştırıldığında serumda ADMA %2,  arginin % 58 daha fazla 

tespit edilmiştir. Bu yüzden örneklerin hemolizli olmamasına azami dikkat edilmesi 

gerekmektedir.  

ADMA analizi yapılacak plazmanın saklanma koşullarıda oldukça toleranslıdır. 

-20 ile -70 0C arasında yıllarca saklanabilir. Tekrar tekrar dondurulup çözülse bile 

ADMA ve SDMA miktarlarında değişme olmadığı hatta oda sıcaklığında 24 saat 

kaldığında bile olumsuz etkilenmediği gözlenmiştir.190  

Nishiyima ve arkadaşları, 50 iskemik inme hastası ve 116 kontrol grubu ile 

yaptığı bir çalışmada ADMA miktarını iskemik inme hastalarında 0.461±0.08 µM/mL 

(yaş ortalamaları 60.8±6.5 ve %44’ü kadın) ve kontrol grubunda 0.433±0.06 µM/mL 

(yaş ortalamaları 58±7.7 ve %79.3’ü kadın) olarak tespit etmişlerdir. Bu sonuçlara göre 

iskemik inme hastalarındaki ADMA düzeyleri kontrol grubundan daha yüksektir 

(p=0.022).191 

Mamatha ve arkadaşları, 218 inme hastası (yaşları 40.0±11.3) ve 210 sağlıklı 

kontrol grubu (yaşları 43.1±13.4) üzerinde yaptığı bir çalışmada plasma ADMA 

düzeylerini inme hastalarında 1.49±1.13 µmol/L ve kontrol grubunda 0.97±0.43 µmol/L 

( p<0.001) olarak tespit etmişler. Ayrıca kadın ve erkekler arasında istatistiksel olarak 
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bir fark bulamamışlar. ADMA’nın orta yaş grubundaki insanlar açısından erken 

başlangıçlı inme için potansiyel bir biyomarker olabileceğini belirtmişlerdir.192 Bu 

çalışmanın bizimle ortak yönü olduğu gibi bazı kromatoğrafik şartlar bakımından 

farklılıkları da vardır. Kolon öncesi türevlendirmeyi takiben HPLC ve floresan dedektör 

kullanılmış olması bizim çalışmamızla ortak tercih edilen kolon (C 18, 150 mm x 3.9 x 

5 µm)  buna ilaveten kolon sıcaklığı 30 0C ve kolon akış hızı 1.1mL/dak olması farklılık 

göstermektedir. Bizim kullandığımız kitin geri kazanım oranı % 98’den fazla iken 

Mamatha ve arkadaşlarının bu çalışmasında bu değer % 82 ±5 olarak belirtilmiştir. 

Ayrıca bu doktora tez çalışmasında ADMA düzeylerini desteklemek amacıyla NO ve 

eNOS düzeylerine de bakılmıştır. Bu çalışma da bizim gibi inme hastalarında plazma 

ADMA düzeylerinde belirgin artış tespit etmiştir.   

Yoo ve arkadaşları, yaşları 65 ile 85 arasında değişen 52 hasta ve 35 kontrol 

grubu üzerinde yapılan bir çalışmada ADMA’nın yaşlılıkta iskemik inme için bir risk 

olduğunu tespit etmişlerdir.193  

Nishiyama ve arkadaşları, 60.8±6.5 yaş ortalamasına sahip 50 iskemik inmeli 

hasta üzerinde yaptığı bir çalışmada aynı yaş grubundaki 116 kişilik kontrol grubuna 

kıyasla daha yüksek plazma ADMA seviyeleri tespit etmişlerdir. Bu çalışmada plazma 

ADMA düzeyleri iskemik inmelilerde 0.461±0.076 µmol/mL ve kontrol grubunda 

0.433±0.056 µmol/mL (p=0.022) olarak tespit edilmiştir.191  Bu çalışma ile bizim 

sonuçlarımız biribirine benzemekle beraber, biz daha ADMA düzeylerinde daha 

belirgin bir artış tespit ettik (p=0.013). Bunun sebebi olarak çalışma grupları arasındaki 

yaş farkı ve analiz yöntemlerinin hassasiyet farkı olduğunu düşünmekteyiz. Bu 

çalışmadan farklı olarak bu tezde ADMA ile beraber NO ve eNOS düzeylerine de 

bakıldı. 
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Trocha ve arkadaşları reperfüzyon sonrası kısmi iskemide ADMA, DDAH ve 

NO nun yaş ile ilişkisini göstermek için ratlar üzerinde bir çalışma yapmıştır. Bu 

çalışmada 2-4 aylık ratlar (10-15 yaşlarındaki insanı temsilen) ile 12-14 aylık ratları (50 

yaş ve üstünü temsilen) karşılaştırmıştır. Reperfüzyonun 15. dakikasından sonra 

ADMA’da gençlerde kontrol grubuna göre önemli bir artış (p<0.05) fakat yaşlılarda 

kontrol grubuna göre düşüş (p<0.05) tespit edilmiştir. 120. dakikasından sonra 

yaşlılarda hafif bir artış gözlenirken gençlerde hala belirgin artış devam etmekteydi. 

240. dakikadan sonra tüm gruplarda ADMA da düşüş başlamış fakat gençlerde hala 

yüksekti, kontrol grubunda ise bir fark tespit edilememiştir.194 Bu çalışma bize hastanın 

hastaneye intikalinde geçirilen sürenin dolayısıyla analiz için alınan venöz kanın 

ADMA mitarındaki etkisini göstermesi açısından ışık tutmalıdır. Tabiî ki hayvan 

deneylerindeki sonuçların insanlarla birebir örtüşmesini beklemek de hata olacaktır.   

Nishiyama ve arkadaşları Japon Halk Sağlığı Merkezinin modellediği risk 

tahminine göre 24-63 yaşlarında 769 çalışan erkek üzerinde yaptıkları bir çalışmada 

ADMA düzeylerinin inmede bir risk faktörü olduğu tespit edilmiştir. Bu çalışmada yaş, 

vücut kütle indeksi, diastolik kan basıncı, HDL ve TG seviyeleri, hesaplanan glomerular 

filtrasyon hızı, diyabet, aşırı alkol alımı, ailedeki kardiyovaskuler hastalık öyküsü, 

düzenli egzersiz ve sigara içimi gibi faktörler açısından gruplar oluşturulmuş ve bu 

grupların inmeye yatkınlığı arttıkça, ADMA düzeylerinin de arttığı tespit edilmiştir.195 

Bu prospektif çalışmanın sonuçları da bu tez çalışması ile uyumludur. 

Yaşlılarda ADMA’da artış tespit edilmiştir ve bu artışın sorumlusu olarak; 

azalan DDAH aktivitesi ile beraber yaşlanan vaskuler endoteldeki arginin 

transportundaki yetersizlik olduğu düşünülmektedir.196 

Gençlerde ADMA’nın artışını ise premature endotel yaşlanmasının bir markeri 

olarak düşünmek mümkündür.197 



92 
 

Sandrim ve arkadaşları, preeklamsi hastaları üzerinde yapılan bir çalışmada ilk 

kez beyaz ve siyah ırkları arasında plazma ADMA düzeyleri arasında belirgin bir fark 

olduğu tespit edilmiştir. Bu çalışmada plazma ADMA düzeyleri her ikisi de preeklamsi 

hastası siyahi grupta 2.239±0.020 µmol/L ve beyaz grupta 2.144±0.019 µmol/L 

(p<0.05) ve her ikisi sağlıklı hamile olan siyahi grupta 2.172±0.025 µmol/L ve beyaz 

grupta 2.077±0.018 µmol/L (p<0.05) olarak tespit edilmiştir.198 

Plazma ADMA’nın normal aralığı 0.225-0.485 µmol/L olarak 

değerlendirilmiştir.199, 200  

Çalışmamızda 63.48±18.08 yaş ortalamasına sahip 81 iskemik inme hastası (51 

kadın, 30 erkek) ve 48.00±19.44 yaş ortalamasına sahip 50 sağlıklı kontrol grubu (23 

kadın, 27 erkek) kullanılmıştır. İskemik inme hastası grupta ADMA miktarı sağlıklı 

kontrol grubuna kıyasla artmış olarak tespit edilmiştir (p=0.013). Grupları kendi içinde 

cinsiyetlerine göre kıyaslayacak olursak; inme hastası kadınlar ve erkekler arasında 

anlamlı bir fark tespit edilememiştir (p=0.409), benzer şekilde kontrol grubu kadınlar ve 

erkekler arasında anlamlı bir fark görülememiştir (p=0.436).  

NO havada bulunmakla birlikte, aynı zamanda kirli havada, egzos gazında ve 

sigara dumanında bulunan bir bileşik olduğu bilinmektedir. Fakat bizim için önemli 

olan vücutta argininden sentezlenen nitrik oksittir. Sağlam bir damar endoteli, bazal bir 

hızla devamlı nitrik oksit oluşturur. Bu arada fizyolojik bir stimulus agonist olarak 

yanıtı artabilir. Agonist etkisi ile intasellüler Ca+2 artışı nitrik oksit sentazı aktive eder 

ve L-arginin aminoasidinden sitrülin ile sentezlenen NO düz kaslara difüze olduktan 

sonra guanilat siklazı aktive ederek cGMP’yi arttırır. Endotel hücrede sentezlenen NO 

kan basıncının düzenlenmesine katkıda bulunur ve bunun yanı sıra merkezi sinir 

sisteminde NO bir nörotransmitter olarak görev alır. Ayrıca NO trombosit agregasyonun 
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kontrolü ve kardiak kontraktilite düzenlenmesine katkı yapar ve bunları cGMP 

üzerinden gerçekleştirir.201  

NO’in insan vücudunda bilinen ve bilinmeyen birçok etkisinden dolayı 

hastalıkların oluşumunda ve/veya oluştuktan sonraki etkileri NO’i önemli bir molekül 

yapmaktadır.  

NO’in ana kaynağı NOS olmasına rağmen, bazı özel durumlarda diğer 

mekanizmalarla da üretilebilir. NO, ksantin oksidaz yolağından veya non-enzimatik bir 

yolla hidrojen peroksit ve L-Arginin tarafından veya iskemik olaylarda asid ve 

indirgeyici şartlar altında nitritlerin indirgenmesiyle de üretilebilir.202   

İskemik inmede NO’in rolu komplekstir; NO kaynağına, lokal konsantrasyonuna 

ve redoks durumuna göre, ya nöroprotektif veya nörotoksik olabilir. Endotelyal NOS 

tarafından üretilen vaskuler NO yararlıdır. Fakat nNOS ve iNOS kökenli NO’in etkileri 

nörotoksiktir.203   

Plazma NO (nitrat/nitrit), kısmen eNOS tarafından sentezlenen NO’e bağlıdır. 

Endotel kaynaklı NO, inme risk faktörlerinin (yaşlanma, hipertansiyon, 

hiperkolesterolemi ve sigara içimi vb. ) etkilerini azaltır. Bunun tersine, cerebral eNOS, 

iNOS ve nNOS ‘un üretiminin herhangi birindeki artış, beyin ve plazmadaki NO artışı 

ile sonuçlanır. Bu yüzden plazma NO seviyeleri akut faz inme esnasında yüksek veya 

düşük olabilir tezinden yola çıkarak yapılan bir çalışmada Rashid ve arkadaşları, 38 

kontrol, 228 iskemik inme ve 49 hemorajik inme hastasında plazma NO (nitrat/nitrit) 

düzeylerine bakılmış ve şu sonuçları bulunmuş; kontrol grubu 64.0±36.3 µmol/L, 

iskemik inme 49.9±26.1 µmol/L, hemorajik inme 41.7±19.5 µmol/L (p<0.001).203
      

Moro ve arkadaşları, inme hastalarında kontrol grubuna göre, beyin omurilik 

sıvısı (BOS) ve serum NO düzeylerinin daha yüksek olduğunu belirtmişlerdir.203 
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Nandhagopal ve arkadaşları, 40 inme hastası üzerinde yaptıkları bir çalışmada 

serum NO seviyelerinin kontrol grubuna kıyasla daha düşük tespit etmişler; inme 

hastası 40.9±3.9 µmol/L ve kontrol grubu 59.9±7.3 µmol/L (p<0.026) olarak tespit 

etmişler.204  Bu çalışmanın sonuçları bu tez çalışmasının sonuçları ile uyumludur. Fakat 

bizim çalışmamızda sonuçlar arasında fark bu kadar anlamlı bulunamamıştır ( p>0.05). 

Bunun nedeninin çalışma grupları arasındaki yaş farkı ve diğer faktörler olduğunu 

düşünmekteyiz.  

İnme geçiren hastaların BT’de görünümüne göre lezyon büyüklükleri farklılık 

göstermektedir. Literatürde lezyon büyüklüğünün erken dönemde NO miktarında artışa 

sebep olduğunu bildiren çalışmalar olsa da, bunun tersini bildiren çalışmalarda 

mevcuttur.104  

İnme gelişiminde, endojen NO üretiminin artışına bağlı iskemik serebrovaskuler 

ve nöral hasarların oluştugu birçok faktör görülmüştür. Her ne kadar inme esnasında 

kan beyin bariyerinin bütünlüğünün bozulduğuna dair veriler iyi bilinse de, NO’in 

buradaki rolü çelişkilidir. Bazı raporlar; L-nitroarginin metilesteri (L-NAME) tarafından 

NOS aktivitesinin inhibisyonuna bağlı kan-beyin bariyerinin bozulması azaltılarak akut 

iskemik hasarın da azaldığını göstermiştir. Oysa diğerleri NO’in substratı olan L-

argininin, NO-bağımlı vazodilatosyon yolunu destekleyerek ve bölgesel serebral kan 

akışını arttırarak iskemik beyin hasarlarını azalltığını ortaya koymuşlardır. Başka bir 

grupta artan doku NO üretiminin iskemik hasarları uzattığına inanmaktadır. Bu 

uyuşmazlıkların sebepleri, iskemi ve reporfuzyon peryodu esnasında NO uyarıcı ve 

inhibitörlerinin arteriyel kan basıncı ve bölgesel serebral kan akışı üzerine farklı etkilere 

sahip olması ile ilişkili olabilir.205 

Çalışmamızda plazma NO düzeyleri inme hastası grubumuzda ve sağlıklı 

kontrol grubuna kıyasla daha düşük tespit edildi fakat bu azalışın istatistiksel olarak 
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anlamlı olmadığı görüldü (p=0.246).  İnme hastası 51 kadında NO düzeyleri ve 30 

erkeğe kıyasla daha düşük olarak tespit edildi fakat bu azalışın istatistiksel olarak 

anlamlı olmadığı görüldü  (p=0.83). Kontrol grubundaki 23 kadında ise 27 erkeğe 

kıyasla daha yüksek olarak tespit edildi fakat yine bu artışın istatistiksel açıdan anlamlı 

olmadığı görüldü (p=0.122). Her ne kadar istatistiksel açıdan anlamlı görünmese de 

NO’daki düşüşün üç sebebi olabilir; birincisi inme sonucu oluşan endotel 

disfonksiyonuna bağlı NO sentezinin azalması, ikincisi düşük L-arginin seviyelerine 

bağlı azalmış NO sentezinin gerçekleşmesi, üçüncüsü de son diyette alınan protein 

içeriği ve miktarı. Bu üçüncü ihtimal özellikle oral yolla beslenemeyen hastalarda daha 

da önem kazanmaktadır. 

Bu çalışmada NO düzeylerinin tespiti ELİSA yöntemiyle ticari kit kullanılarak 

yapılmıştır. Bu yöntemin hassasiyeti ve güvenirliliği yüksek olduğundan tercih 

edilmiştir.169   

NOS üç tane izoforma sahip büyük bir enzimdir. Çalışmamızda üzerinde 

durduğumuz eNOS endotel hücrelerde NO oluşumunu kataliz eden izoformudur. 

eNOS’taki herhangi bir hasar NO sentezinin artmasına veya azalmasına, buna bağlı 

olarakta endotel hasarı başta olmak üzere birçok hasara sebep olabilir, bunlara ilaveten 

oksidatif etki de oluşturur.  

Serebral iskemiyi takiben eNOS sentezi ve aktivitesi artar. eNOS iskemiden 

sonra yeterli doku perfuzyonunun sürdürülmesi ve serebral damarlarda 

immunoreaktivitesinin artması açısından önemlidir.204 

İskemik serebral hasarın ilk dakikalarından itibaren eNOS aktivitesi artar, bu 

artış şartlara bağlı olarak yarım saatle birkaç saat arasında olabilir. Daha sonra bu artış 

günler sonra bazal seviyelere iner.202 Bu tez çalışmasının eNOS sonuçları da bu 

bilgilerle uyumludur.  



96 
 

eNOS knockout fareler üzerinde yapılan deneysel çalışmalar iskemik bölgeye 

kan akışı ne kadar azalırsa o oranda daha büyük serebral enfarktüse yol açtığını 

göstermiştir.206 

Çalışmamızda inme hastası grupta eNOS miktarı, sağlıklı kontrol grubuna 

kıyasla anlamlı derecede yüksek olarak tespit edilmiştir (p<0.001). Bu sonuçları 

literatürle karşılaştırdığımızda mevcut bilgilerle uyumlu olduğunu görmekteyiz. 

Grupları kendi içinde cinsiyetlerine göre kıyaslayacak olursak; inme hastası kadınlar ile 

erkekleri kendi arasında kıyaslarsak anlamlı bir fark görülememiştir (p=0.395) ve 

kontrol grubu kadınlar ile erkekleri kendi içinde kıyaslarsak yine anlamlı bir fark 

görülememiştir (p=0.793).  

İnme sonrası eNOS miktarındaki bu belirgin artışı enzimin Ser1177 rezidüsünün 

fosforilasyonla aktive edilmesinden kaynaklandığını ileri süren yayınlarda mevcuttur. 

Bu mekanizma şöyle işlemektedir; vasculer endotelyal büyüme faktörü, kalsiyum 

bağımlı kalmodulin ve proteinkinaz Akt’yi içeren bir yolağı başlatarak eNOS enziminin 

Ser1177 rezidüsünün fosforillenmesini sağlar.206   

Korelasyon analizi verilerine göre; hasta grubunda ADMA ile NO düzeyleri 

arasında çok yüksek ve pozitif yönde (r=0.987) istatistiksel anlamlı bir ilişki tespit 

edilmiştir. Kontrol grubunda ise plazma ADMA ve eNOS düzeyleri arasında yüksek ve 

pozitif yönde (r=0.730) ilişki ve plazma ADMA ile yaş arasında orta derecede ve pozitif 

yönde (r=0.515) ilişki tespit edilmiştir. 

 

 

 

 

 

 



97 
 

6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

1. Akut iskemik inme hastası grup ile sağlıklı kontrol grubu açısından plazma 

ADMA düzeylerinde hastaların lehine istatistiksel anlamlı bir artış tespit edildi. 

ADMA’daki bu artış PRMT tarafından artan protein metilasyonunu, DDAH 

aktivitesindeki azalmadan ve vaskuler endoteldeki arginin transportundaki 

eksiklikten kaynaklanmış olabileceğini akla getirmektedir. 

2. Plazma NO düzeylerinde anlamlı bir fark tespit edilemedi. Eski çalışmalarda 

inme sonrası NO miktarlarında artış olduğunu gösteren çalışmaların yanı sıra 

azaldığını gösteren çalışmalar da mevcuttur.  

3. Plazma eNOS düzeylerinde ise yine hasta grubunun lehinde istatistiksel anlamlı 

bir artış tespit edildi. eNOS’taki bu artış vaskuler endotel disfonksiyonundan 

kaynaklandığını düşündürmektedir. Ayrıca inmenin getirdiği ağır iskemik şartlar 

altında endotel hücre harabiyetinin plazmaya yansıması sonucu eNOS 

miktarında ciddi bir artışa sebep olabileceğini düşünmekteyiz. 

4. Metabolizmadaki NO, eNOS ve ADMA miktarlarını etkileyen fizyolojik birçok 

faktörün yanı sıra, kullanılan ilaçlar (özellikle nitrat ve türevlerini içeren) ve 

beslenme tarzı da özellikle son diyetteki protein miktarı ve içeriği sonuçlara etki 

etmiş olabilir. NO’in L-Arginin amino asidinden sentezlendiğini ve ADMA’nın 

bir protein turnover ürünü olduğunu da göz önünde bulundurarak bu durumun 

bertaraf edilebilmesi için gelecek çalışmalarda  göz ardı edilmemesi gerektiğini 

düşünmekteyiz.  

5. İnme sonrası geçirilen sürenin tüm bu parametreler üzerinde önemli oranda 

etkili olduğu göz önünde bulundurularak sonuçların buna göre değerlendirilmesi 

daha gerçekçi kararlar alınmasına yardımcı olacağını düşünmekteyiz.  
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6. NO, eNOS ve ADMA’nın akut iskemik inme biyomarkeri olarak 

kullanılabilmesi için daha geniş çaplı araştırmalara ihtiyaç vardır. 
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