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OZET

Neopterin (NP) diigiik molekiil agirlikli (253) 2-amino-4-hidroksi-(1',2',3"-trihidroksi
propil) pterindir. NP INF-y ve az derecede diger sitokinler, endotoksinler ve INF- o tarafindan
GTP siklohidroksilaz-1 araciligiyla monosit/makrofajlarda iiretilir. Bu hiicreler NP iiretiminin
en giiclii indiikleyicileridir. NP konsantrasyonlari viicut sivilarinda INF-y varligini belirtir.
Neredeyse tiim insan hiicrelerinde GTP’ den tetrahidrobiopterin (BH,) iiretilir tek istisna,
monosit ve makrofajlarda 6-pirovoil tetrahidropterin  sentetazin  eksikliginde 7,8
dihidroneopterin trifosfatin hidroliz ve oksidasyonun bir sonucu olarak NP olusur. Bu
caligmanin amaci hiicresel imiinite gostergesi olan neopterin diizeylerinin akut faz reaktani olan
C-Reaktif Protein (CRP) diizeyleri ile herhangi bir korelasyonunun olup olmadigin

aragtirmaktir.

Bu amagla Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya laboratuarina gelen
orneklerden secilen 150 serum orneginde neopterin ve CRP diizeylerine bakilmistir. Neopterin
diizeyleri HPLC cihazinda floresans detektor kullanilarak, CRP diizeyleri ise
immiinoturbidometrik yontem ile calisilmistir. Degisik CRP diizeyleri dikkate alinarak drnekler
gruplanarak (0-5, 5-9, 10-29, 30-59, 60 ve iizeri mg/l) analiz edildi. Tiim 6rnek sonuglari
degerlendirildiginde, CRP diizeyleri ile neopterin diizeyi arasinda anlamli pozitif korelasyon
(p<0.012) tespit edildi. Bu korelasyonun degisik diizey CRP gruplarinda farkli oldugu ve en
yiiksek neopterin diizeylerinin oldugu CRP grubunun 30-59 mg/l olan grup oldugu

gozlemlendi.

Calisma sonuclar1 1s181nda, neopterin diizeylerinin genelde CRP diizeyleri ile korele
oldugu ama bu korelasyonun CRP deger gruplarina gore farkli oldugu ve her gruba

uygulanamayacagi gozlemlendi.

Anahtar Kelimeler: CRP, Neopterin.
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SUMMARY

Neopterin (NP) is pterin that has low weighted molecule (253) 2-amino4-hydroxy
(1',2",3"-trihidroksi propil). NP is produced by INF-y and slight amount of other sythocins,
endetoxin and INF-o by means of GTP syklohydrolase in monocyte/macrophage. These cells
are the most influental stimulants of NP production. NP concentration indicates the presence of
INF-v in the body fluids. In almost all of the human cells tetrahidrobiopterin (BH,) is produced
from GTP. But the only exception is the occurance of NP as a result of 7,8 dihidroneopterin
trifosfat hydroxlase and oxdation in the monocyte and macrophage and in cessation, of
deficiency in 6-pirovoil tetrahidropterin sentetase. The objective of this study is to investigate
whether there is any correction with the C-Reactive Protein (CRP) levels which has acute phase

reactor of the NP levels having the presence of cell immunity.

With the aim of this, NP and CRP levels are examined in the 150 serum species which
were attained from Selcuk University Meram Clinical Medicine Faculty Biochemistry labratory
and chosen. NP levels are examined by using fluorescent detector in the High Presure Liquit
Cromatography (HPLC) device and the CRP levels is examined with the method of
immiinoturbidometric. By considering various CRP levels, samples (0-5, 5-9, 10-29, 30-59,
60 and up mg/l) were analysed by grouping. When all of the results of the samples are
evaluated, meaningful positive correlations has been detected between the NP and CRP levels.
A distinct level of this correlation has been observed to be different in CRP groups and the

highest point of NP level has been the 30-59 mg/I group in CRP.

In the light of the results of this study, it has been observed that the levels of NP is
generading in correlation with CRP levels but this correlation has been different then other CRP

groups and it can’t be applied to all groups.

Key Words: CRP, Neopterin.
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1. GIRIS

Neopterin, insan monosit ve makrofajlarindan interferon-gamma araciligiyla salinan,
biyolojik fonksiyonu tam olarak anlasilamamis, kendisine 6zgii bir reseptorii olmayan, pteridin
tiirevi bir maddedir. Viicut sivilarindaki neopterin (NP) diizeyi cesitli enfeksiyonlar, sepsis,
otoimmun hastaliklar, maliniteler, allograft rejeksiyon, sarkoidoz, tiiberkiilloz, multiple
sklerozun aktivasyonu, koroner arter hastaligi, miyokard enfarktiisii (MI), viral enfeksiyon, HIV
enfeksiyonu, kanser, hepatit C, tiiberkiiloz, ¢cocuklarin merkezi sinir sistemi hastaliklari, bobrek,
karaciger, kalp, pankreas ve kemik iligi transplantlarinin rejeksiyon derecesi gibi durumlarda

artmaktadir.

C-Reaktif Protein B-globulin grubuna ait bir protein olup pentaksinler veya pretraksinler
diye adlandirilan proteinlerin bir iist ailesi olarak siniflandirilir. Globuler yapisina bakildiginda,
birbirine nonkovalent olarak bagli bes tane subunitten meydana gelmis, elektron mikroskobunda
disk seklinde goriilen, siklik, nonglikolize bir yapidan olusmustur. CRP klasik bir akut faz
reaktan1 olup bir¢ok patofizyolojik olayda artmaktadir.

CRP diizeyi bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin ayiriminda ve tedavinin takibinde
kullanilan 6nemli bir analizdir. Ancak spesifikliginin diigiik olmasi nedeniyle gereksiz
antibiyotik kullanimina neden olmaktadir. CRP analiziyle birlikte neopterin diizeylerinin de
tayin edilmesiyle hastaligin viral ya da bakteriyel kaynakli olup olmadig kesinlestirilebilir. Bu
sayede gereksiz antibiyotik kullaniminin 6niine gecilebilecegi gibi hastalifin teshis, tedavi ve

tedavinin takibi daha uyumlu hale getirilebilir.

Bu calismamizda hiicresel immiinitenin de gostergesi olan NP diizeylerinin akut faz
reaktant CRP diizeyleri ile herhangi bir korelasyonunun olup olmadigi arastirilmasi

amaclanmustir.



2.GENEL BiLGIiLER

2.1. immiin Sistem

Lenfoid organlar ve immiin cevapta gorevli olan hiicrelerin tiimiine immiin sistem denir.
Kemik iligi, dalak, karaciger, kapsiillii ve kapsiilsiiz lenf diigtimleri ile bu organlarda bulunan
lenfositler, tek cekirdekli veya polimorf fagositer hiicreler, bag dokusu histiositleri, seroz sivi ve
alveol makrofajlari, sinir sistemi mikroglialari, langerhans ve kupffer hiicrelerinden olusan
sisteme retikiilloendotelyal sistem (RES) ya da mononiikleer fagositik sistem ad1 verilir [1, 2, 3,

4 ve 5].

Insan  organizmasinda  siirdiirilen immiin  reaksiyonlarmn  amaci;  yabanci
organizmalardan (bakteri, viriis, mantar, parazit), organizmada mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan
istenmeyen hiicrelerden (kanser hiicresi) ve mikroorganizmalarin toksik etkilerinden korunmak
seklinde 6zetlenebilir. Immiin sistemin organlar1 primer (timiis ve bursa fabrisius) ve sekonder

(lenf nodiilleri, dalak, bademcikler ve bagirsaklarla ilgili lenf dokular1) olmak iizere ikiye ayrilir
[6].

2.1.1. immiin Sistemde Gorevli Hiicreler

Omurgalilarin immiin sisteminde, kan ve dokularda bulunan {i¢ ayr1 hiicre grubu goérev
yapmaktadir.  Bunlar; lenfositler, monositler ve polimorfo niikleer graniilositlerdir. Bu
hiicrelerin bir kismi konaga giren antijen Ozelligindeki molekiilleri fagosite eder. Diger bir
kismi ise antijenin uyarimiyla farklilasarak onlara karst immiin cevap iriinleri ¢ikarmakta ve

antijenleri yok etmektedir [3].

Kemik iliginde yapilan hiicrelerin lenfoid serisinden lenfositler, miyeloid serisinden ise
fagositer hiicreler gelismektedir. Yerlesim bolgeleri ve fonksiyonlarina gore lenfositler ii¢
biiyiik grupta toplanmaktadir. Bunlar; yiizeylerinde antijen taniyan reseptorleri bulunan ve
immiin cevap {riinlerinin yapimindan sorumlu olan T ve B lenfositler ile diger matiir
hiicrelerdir. T lenfositler timus kontroliinde olgunlasirken B lenfositler ise fabrisius keseye
esdeger organlarin kontroliinde olgunlagsmaktadir. B tipi lenfositlerin farklilagmasiyla
plazmositler gelismektedir. T ve B lenfositlerin disinda bir {igiincii grup olan matiir lenfositler,
ne T ne de B veya null hiicreleri olarak adlandirilan killer hiicreleri (K), ile natural killer (NK)

hiicreleridir [2].



2.1.1.1. Lenfositler

Az miktarda sitoplazma ile cevrilmis, icinde yuvarlak bir niikleus iceren ve aktif
motilite gosteren hiicreler olup fagositoz yaparlar. Membranda tasidiklar1 reseptorler
araciligiyla genellikle antijenleri tanirlar. Lenfositler, primer veya merkez lenfoid organlarda
olustuktan sonra, bazilar1 kan sirkiilasyonu yoluyla dalak, lenf diigtimleri, tonsiller ve mukoza
alt1 lenfoid dokular gibi sekonder lenfoid dokulara go¢ ederler. Uyarilan lenfositler blast sekline
doniistirler. Blast sekilleri 15-30 pum ¢apinda, sitoplazmasi daha genis, ribozom ve golgi cihazi
gibi organelleri olan hiicrelerdir. Lenfositler T lenfosit, B lenfosit, T-h lenfosit (T yardimci) ve
T-c (T sitotoksik) lenfositler olmak iizere dorde ayrilir. Lenfosit toplulugunda kiigiik, orta ve
biiyiik lenfositler bulunur. Kemik iligi lenfoblastlari, timus kontroliinde timusun korteks ve
medullasinda farklilasarak T Ienfositler seklinde, fabrisius keseye esdeger organlarin
kontroliinde farklilasarak B lenfositler seklinde olgunlagsmaktadir. Aktif T lenfositler ile
plazmositler effektor hiicrelerdir. Timiis bezi retikiiler yapiya sahiptir. Timiis bezi yoklugunda
T lenfositleri olusmaz ve agir immiin yetmezlik belirtileri ortaya ¢ikar. Bursa fabrisius
insanlarda yoktur ve bu organin insanlardaki karsilig1 olarak fetiiste karaciger, eriskinlerde ise
kemik iligidir [6].

T lenfositleri; plazmositlerden immiinglobiilin salgilanmasin1 diizenlemek,
gecikmis tipteki asir duyarlilik reaksiyonlarina aracilik etmek, viriislerle infekte olmus
hiicreleri yok etmek, yabanci dokular1 ortadan kaldirmak gibi 6nemli reaksiyonlardan
sorumludurlar. T lenfositleri y interferon (y IFN) salinarak aktiflesirler. Immiin
sistemde yaptiklart gorevler bakimindan T lenfositleri diizenleyici T lenfositler ve

eylemci T lenfositleri olmak iizere ikiye ayrilir [4, 6 ve 7].

Diizenleyici T lenfositlerinden bir kismui aktivator, diger bir kismi ise baskilayict
etki gostererek immiin cevabi kontrol ederler. Yardimci T lenfositler (T helper, T-h) ile
indiikleyici T lenfositleri (T inducer, T-i) aktivator, baskilayict T lenfositler (T
supressor, Ts) ise Th ve B lenfositlerin fonksiyonlarini frenleyen lenfositlerdir [4].
Diizenleyici T lenfositlerinin kendileri antikor olusturmazlar. T-h lenfositlerin gérevi
timiise bagimli antijenlerin uyarimi karsisinda B lenfositlerine yardim ederek onlarin
plazma hiicrelerine doniismesine ve antikor olusturmalarina yardimci olmak, T-c ve T-s
lenfositler iizerinde uyarici etki yapmaktir. T-i lenfositleri ise biitiin T lenfosit

cesitlerinin olgunlagsmalarinda etkili rol oynamaktadir. T-s lenfositleri immiin cevap



sirasinda hem B hem de T lenfositlerinin iizerine baskilayici etki yaparak immiin cevap

mekanizmasim diizenlerler [3 ve 5].

Eylemci lenfositler hiicresel bagisik cevapta dogrudan kendilerinin yer almalari ya da
salgiladiklar1 lenfokin ad1 verilen maddelerin araciligi ile etkili olan lenfositlerdir. Bunlardan T-
¢ lenfositleri viicut savunmasinda dogrudan yer alan tek lenfosit ¢esididir. Etkileri sonucunda
iclerinde mikroorganizma tasiyan hiicreler, yabanci canli hiicreler ve tiimor hiicreleri oldiiriiliir.
Eylemci T lenfositleri icinde gec tip asir1 duyarhilikta rol oynayan ve TD (T- Delayet
Hypersnsivity) diye simgelenen bir diger eylemci T lenfosit ¢esidi daha vardir [4, 5 ve 6].

B lenfositleri ise kemik iligindeki kok hiicrelerden kaynaklanan bir kisim hiicrelerin
timiise ugramadan gelisimlerini tamamlayip olusurlar. En Onemli 6zellikleri iizerlerinde ¢ok
sayida immiinglobiilin (6zellikle IgM) molekiilleri tasimalaridir. Bundan dolay1 yiizeyleri T
lenfositlerinin tersine diizgiin degil piiriizliidiir. Ayrica insan ve fare lenfoid hiicreleri arasinda
yabanci hiicrelere karsi sitotoksik etkinlik gostererek onlar1 eritip oldiiren ve o6zellikleri T-c

lenfositlerinden farkli olarak K hiicreleri ile NK hiicreleri vardir [3, 4, 5 ve 6].
2.1.1.2. Monosit ve Makrofajlar

Monositler, kemik iliginde yapilip dolasimda 1-3 giin kaldiktan sonra dokulara goc
ederek burada doku makrofaji haline doniisiirler. Caplart 80 p’a kadar ulagir. Monositler
periferik kanda; makrofajlar ise bag dokusu, karaciger, akciger, sinir sistemi, ser6z bosluklar,
lenfoid organlar, kemik ve eklemlerde bulunmaktadir.  Immiin cevapta, monosit ve
makrofajlarin 6nemli gorevleri vardir. Bunlar 0,1p’dan biiyiik molekiilleri fagositoz yoluyla
hiicre i¢ine alarak sindirme Ozelliklerine sahiptirler [5]. Makrofajlar yerlestikleri dokulara gore
ornegin akcigerlerde dendritik makrofajlar, deri alti bag dokusunda histiyositler, beyin, kupffer
hiicreleri, dalakta osteoklastlar, eklemlerde A ve M hiicreleri gibi isimler alirlar. Makrofajlar
ayrica 50’ye yakin madde (monokinler, sitotoksik faktorler, sindirim enzimleri,

prostaglandinler...) salgilarlar [4, 5, 6 ve 7].
2.1.1.3. Antijen Sunucu Hiicreler (APC)

Antijen sunucu hiicreler (Antigen Presenting Cell/s, APC); langerhans hiicreleri, B
lenfositler, monositler ve makrofajlar ile retikiiler dentritik hiicrelerinden olusan immiino-
stimiilator kapasiteli heterojen bir gruptur. Kemik iliginde yapilan bu hiicreler deri, lenf
diigimleri, dalak ve timusta bulunmaktadir. Bazilar1 yardimer T lenfositlere antijeni sunarken,

bazilar1 diger 16kositlerle iliski kurarlar [3].



2.1.2. Akut Faz Proteinleri

Plazma proteinlerinden bazilarinin akut faz reaktani olarak tanimlandigi bilinmektedir.
Kushner tarafindan akut faz cevabi, stres ya da bir travmanin olumsuz etkilerine karsi
organizmay1 hazirlikli hale getirmek amaciyla olusan bir dizi reaksiyonlar olarak tanimlanmigtir
[8 ve 9]. Bu reaksiyonlar ates, lokositoz, karaciger tarafindan ¢inko, bakir, demir gibi bazi
metal ve aminoasitlerin artmis alinimi (tutulumu), steroid ve hormonlari ile bazi plazma
proteinlerinin sentez ve katabolizmasindaki artma ya da azalmalar, vazoaktif aminler ve
arasidonik asit yolunun uyarilmasiyla damar gegirgenliginde artma, lipid metabolizmasindaki
oynamalar, negatif azot dengesi gibi degisiklikleri kapsar. Buradan da anlasildigi gibi birkag
akut faz proteininin plazma konsantrasyonundaki degisiklik, akut faz cevab1 boyunca meydana

gelen kompleks fizyolojik reaksiyonlarin sadece bir kismidir [8, 9 ve 10].

Akut faz cevabi ile beraber goriilen diger degisiklikler, immiin cevabin ve RES
fonksiyonlarinin baskilanmasina baghdir. Glikoprotein yapisinda olan akut faz proteinleri akut
enflamasyon sonrasinda serumun heksoz iceriginin artist ile taminmiglardir. Doku hasarinin
bulundugu bolgeden salinan medyatorlere cevap olarak sentezlendikleri diisiiniilen bu
proteinlerin serumdaki doniisiimleri hizhidir. Bu proteinlerin diizeylerinin yiikselmesinden
onceki doneme lag fazi adi verilmektedir. Doku hasarina verilen cevabin siddeti ve zaman
icinde gosterdigi degisiklikler agisindan birbirlerinden farkli olan akut faz proteinleri, cesitli
durumlara gore degisen bir lag fazi ile yiikselmektedir. Lag fazi esnasinda alinan serumun
hayvanlarda veya organ Kkiiltiirlerinde akut faz proteinlerini uyarma yetenegini aktarabildigi
gosterilmistir.  Bu ise, uyarict faktorlerin bulundugunun bir kanitidir. Bu faktorlerde ilerde
hakkinda bilgi verilecek olan bazi sitokinlerdir. Kronik iltihap durumlar1 disinda gegici olan
akut faz cevabinin duraklamasina yol agan faktorler ile ilgili anlasilir sekilde fazla bilgi mevcut

degildir [8 ve 11].

Organizma tarafindan verilen bu akut faz cevabi romatoid artrit gibi konnektif doku
hastaliklar1, mikrobik enfeksiyonlar, miyokard iskemisi ve malignansiyi de igeren genis bir
hastalik grubunda gozlenir [8 ve 12]. Bu proteinlerin esas sentez yeri olan karacigerden baska
(ekstrahepatik) sentez yerlerinin de oldugu ve bunun da doku travmasi veya enflamasyona karsi
cevapta onemli bir faktér oldugu unutulmamalidir. Son zamanlarda akut faz proteinlerinin
sentez ve katabolizmasinin diizenlenmesinde rol alan bazi polipeptitler 6rnegin interlokin—1
(IL-1), interlokin—6 (IL-6), interlokin—11 (IL-11), Timor Nekroz Faktor (TNF), 1okemia
inhibitor faktor, oncostatin M gibi bulunmus ve tarif edilmislerdir. IL—6 daha ¢ok hepatik akut
faz cevabinda etkili olurken, IL-1 ve TNF ekstrahepatik bulgularda daha etkindir [8, 13 ve 14].



IL~1, aktive edilmis monosit ve makrofajlarca iiretilir. IL-1’in akut faz proteinleriyle
ilgili bir¢ok gene etkili oldugu gosterilmistir. Daha once murin hepatosit kiiltiirlerinde faktér B
ve serum amyloid A (SAA)’nin sentezini artirirken, ayn1 zamanda albumin sentezini azalttig
ortaya konmustur. Bu cevaplarin 6zgiilliigii, IL-1’in spesifik antikorlarla muamele edilerek
inhibe edilmesiyle ortaya ¢ikarilmistir. IL-1’in IL-1 o ve IL-1 B olarak adlandirilan iki tane
farkli formu vardir. Her ikisi de, molekiil agirligi 31.000 olan prekiirsor molekiillerden olusan
ve 15.000-17.000 aras1 molekiiler agirliga sahip polipeptitlerdir. Son calismalar IL-1 i¢in
sekretuvar yolun, makrofajlarda lizozomal vezikiiller oldugunu desteklemektedir. Caligmalar,
IL-1’in hedef secme mekanizmasiyla ilgili elde edilen bilgilerin daha ¢ok subselluler organeller

oldugu yoniindedir [8].

Membrana baglh IL-1’in, konak olusmasinda, lokal doku homeostatik mekanizmalarinin
degistirilmesinde 6nemli oldugu goriisii hakimdir. Makrofajlar yalnizca intertisiyel araliga
ozellikle de dolagima IL-1’1 yalnizca salgilamakla kalmaz, hiicre yiizeyinde IL—-1 aktivitesinin
ortaya konulmasinda da etkilidir. Membrana bagh IL-1’in enflamasyona sekonder olarak
ekstrahepatik dokularda 6nemli fonksiyonu olabilir. Ciinkii bircok akut faz proteininin sentezi
onceden bilindigi gibi karaciger dist dokularda da olmaktadir [15]. Ratlarda karsilagtirmali
yapilan bir caligmada, IL-1’in subkutan6z olarak verilmesi, periferal ya da
intraserebroventrikiiler verilmesine oranla daha fazla lenfosit iiretimi, akut faz reaktanlarinda

yiikselmeyle birlikte serum demiri ve albuminde diismeye sebep oldugu belirtilmistir [16].

IL-2, aktif T lenfositleri ve timositler, 6zellikle Th-1 lenfositler tarafindan salinan IL-2,
T ve B lenfositlerini uyarmaktadir. T Lenfosit cogalmasini indiiklemesi nedeniyle T hiicresi
gelisme faktorii (T Cell Growth Factor, TCGF) de denilmektedir. Bu molekiiller T ve B
lenfositler ile monositlerin reseptorleriyle birlesmektedir. Monositler ile NK hiicrelerin
aktivasyonunu, T ve B lenfositlerin boliinmelerinin hizlanmalarimi ve lenfositlerden INF

salintmini saglamaktadir [4].

TNF, protein metabolizmasi {izerine olan etkisinden dolayr kaseksin diye
adlandirilmasinin yan1 sira akut faz reaksiyonu sinyallerinin iletilmesini de iceren bir
diizenleyicidir. Molekiil agirligt  17.500 olup, lipopolisakkaritlerce stimule edilen
makrofajlardan salinan bir polipeptitdir. TNF, IL-1 ile yap1 olarak farkli iki diizenleyici
olmasina ragmen, fonksiyonel olarak birkag¢ ortak noktalari vardir. Her iki diizenleyici de atese
sebep olabilir, prostoglandin sentezini stimule eder, kollajenaz sentezini artirir ve her biri farkli
bir hiicre yiizey reseptoriiyle etkilesmesine ragmen tiimor hiicresi boliinme hizini yavaslatir.

TNF’nin, romatoid artritli sinovyal membranda lokal olarak da iiretildigi gosterilmistir. Diger



yandan IFN y’nin akut faz proteinleri iiretimindeki direkt etkileri yaninda, bu protein IL-1 ve
TNF gibi makrofaj iiriinlerini diizenleyen sitokinler araciligiyla da yine akut faz cevabinda etkili

olurlar [15].

Enflamatuvar cevapta yer alan bir diger onemli bilesik sinifi ise arasidonik asit
oksidasyonuyla olusan kimyasal tiirler ki prostaglandinler ve 16kotrienlerdir. Prostaglandinlerin
seruloplazmin ve haptoglobinin iizerine olan etkisi, bir prostaglandin inhibitdrii olan
indometazinin plazma protein konsantrasyonlarindaki degisiklikleri inhibe etmesiyle
gosterilmistir. Akut faz reaktanlar1 enflamasyonlu veya enfeksiyonlu dokunun tamiri boyunca
cesitli fonksiyonel roller iistlenirler [15]. Akut faz cevabinin bir gostergesi olarak
sedimantasyon rate (ESR) sik kullanilmasina ragmen (klinik uygulamada basit, maliyeti ucuz ve
komplike cihaz gerektirmeyisine), akut faz proteinlerine nazaran daha az giivenilirdir. Ciinkii

ESR hastaliklar disinda pek ¢ok faktorden etkilenmektedir [14].

Doku hasariyla birlikte, karacigerde bazi proteinlerin iiretimi artarken (pozitif akut faz
reaktan1), diger bazi proteinlerin ise (normalde saglikli durumda diizeyine gore) iretimi
baskilanir (negatif akut faz reaktani). Negatif akut faz reaktanlar1 arasina prealbumin, albumin,
transferin, o, glikoprotein girerken digerleri pozitif akut faz reaktanlar1 olarak kabul edilir [17,

18 ve 19].
Bir enflamatuvar stimulus karsisinda artan serum proteinleri diizeyleri;

. Normal diizeyinin 1-1,5 kati kadar artanlar, seruloplazmin (ge¢ akut faz

reaktan1), C;, C, gibi.

. Normal diizeyinin 2—4 kat1 kadar artanlar, al-asitglikoprotein, ol-antitripsin,

al-antikimotripsin, haptoglobin ve fibrinojen gibi.

° Normal diizeyinin 100-1000 kati kadar artanlar, CRP ve serum amiloid A
proteini gibi [20].

Enflamasyonun akut dénemlerinde artis gosteren bu proteinlerin konsantrasyonlarindaki
artig oranlar1 ve zamanlar1 birbirinden farklidir. Boyle bir durumda sirasi ile ilk nce CRP ve
al-antikimotripsin, haptoglobin, C,, fibrinojen en sonra da C; ve seruloplazminin serum

seviyeleri yiikselir [17].
2.1.3. interferonlar

Interferonlar ilk kez 1957 yilinda yapilan antiviral deneylerde kesfedilmistir. Izole

edildikleri yerden dolay1 interferon ad verilmistir. Interferonlar bulunduklari organ ve hiicrelere



gore; 16kosit INF, fibroblast INF ve immiin INF olmak iizere iice ayrilir. Interferonlar dogal
proteinler, glikoproteinler ve peptitlerden sentezlenirler. Ayrica hiicre i¢inden makrofajlar,

monositler, T lenfositler, glia ve néronlardan tiretilir [21].

Interferonlar, bir virus yapim onleyicisi olan ve antikorlarla notralize edilmeyen
proteinlerdir. Interferon yapimu, hiicrenin yabanci niikleik asit alis verisine kars1 silahlanma
olayidir. Ug tip interferon tanimlanmistir. Lokositler tarafindan salinan 18-20 kD molekiil
agirhginda interferon alfa (INF-a), fibroblastlar tarafindan salgilanan 23 kD molekiil
agirhiginda interferon beta ya da interferon tip 1, T lenfositleri tarafindan yapilan 20-25 kD
molekiil agirliginda olan interferon gamma (INF-y) veya tip II interferondur. Tip II yani IFN-y
interferonlar, immiin interferon olup makrofajlari, NK hiicreleri, Tc ve B lenfositleri aktive eden

immiinomodiilatorlerdir [5].

Interferon-a, protein bagisiklik modiilii antiproliferatif ve antiviral ozelliktedir.
Interferon-o. bagisiklik sistemini dengelemede naturel killer hiicreler ile birlikte 6nemli rol
oynar. Silli 16kim hiicreleri, AIDS kaposisi, sarkoma, genital sigiller, kronik hepatit B ve C
tedavisinde kullanilir. Interferon-p, diizenli bir bagisiklik sitokinidir. Onemli bir antiviral stokin
olup natural killer hiicrelerinden sitimule edilen bir iiriindiir. Interferon-y ise supernatant insan
lenfositleri ile mitojen stimiile olup antiviral bir aktivite de INF-a dan birka¢ yil sonra

bulunmustur. Molekiiler yapisi bulunan ilk yap1 INF-y dir [1, 2, 3, 4, 5 ve 6].
2.2. Pteridinler

1889’ da ilk kez biyolojik bir materyalden izole edilmistir. Once bocek ve asag
omurgalilarin pigmenti olarak tanimlanmistir [22]. Pteridinlere kars1 ilgi asagidaki iic 6nemli

bulguyla artmstir;

1. Tetrahidrobiopterin (BH,), aromatik hidroksilazlarin kofaktérii oldugunun
anlasilmasi,
2. BH, metabolizmadaki konjentinal bozukluklarin hiperfenilalaninemiye yol

acabileceginin saptanmasi,

3. Malignensili ve enfeksiyonal hastalifi olan bireylerde, idrar pteridinlerdeki

(6zelikle neopterin) degisikligin bulunmasi [23].
2.2.1. Pteridinlerin Yapisi

Pterinler, pteridin olarak bilinen bilesiklerin bir grubudur. Ptreridinler, pirazino [2,3,d]

primidin yapisindadirlar. Pteridin halkasinin ikincil konumunda amino doérdiincii konumunda



okso grubu bulundugunda yapi pterin adimi almaktadir [24]. Pterin ve pteridinlerin kimyasal

yapilar Sekil 2.1 de goriilmektedir.
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Pteridin Pterin
(Pirazino [2,3-d]pirimidin) (2-amino4-oksopteridin)

Sekil 2.1. Pteridin ve Pterinlerin yapisi

Pteridinler, altinci karbon atomundaki yan zincir ve oksidasyon durumuna gore;
- Tetrahidro formu

- Dihidro formu

- Okside formu olarak ii¢ gruba ayrilmaktadir [24].

Ayrica; konjuge pteridinler ve konjuge olmayan pteridinler olmak iizere de iki gruba

ayrilirlar.
2.2.1.1. Konjuge Pteridinler

Bunlar p-amino benzoil glutamatlara baglanmis folatlar olarak bilinir. Bunlar tiyamin
sentezi, aminoasit metabolizmasi, piirin ve primidin sentezinde tek karbon atomu transferi

reaksiyonlarinda kofaktor olarak 6nemli rol oynamaktadirlar [24].

2.2.1.2. Konjuge Olmayan Pteridinler

Pteridin molekiiliiniin altinct konumdaki karbon, basit bir hidroksil alkil grubu

icermektedir. insan doku ve viicut sivilarindaki pterinler tablo 2.1. de goriilmektedir [23].



Tablo 2.1. insan dokularinda ve viicut stvilarinda belirlenen pterinler
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Bilesik

Yan zincir

Biopterin

C-6-CHOH-CHOH-CH;

7,8-Dihidrobiopterin

C-6-CHOH-CHOH-CH;

Tetrahidrobiopterin (BH,)

C-6-CHOH-CHOH-CH;

Neopterin

C-6-CHOH-CHOH-CH,OH

7,8-Dihidroneopterin

C-6-CHOH-CHOH-CH,0OH

Sepiapterin C-6-CHOH-CHOH-CHj;
Izosepiapterin C-7-CHOH-CHOH-CH;
Ksantopterin C-6-OH

[zoksantopterin C-7-OH
6-Karboksipterin C-6-COOH

2.3. Neopterin (NP)

Neopterin (NP) ilk olarak 1963 yilinda, arilarin larvalarinda bulunmustur. Insanlarda

ise idrarda NP varlig1 1967 yilinda gosterilmistir [23 ve 27].

Yapilan bazi calismalar sonucunda gama interferonun (INF-y) insan makrofajlarinda in

vitro olarak bilyiik miktarda NP {iretimine ve salimmina yol agtifi bildirilirken diger

interferonlarin daha az ve diger sitokinli sitiimiilasyonlarin in vitro olarak NP salinimina neden

olmadiklar1 gézlenmistir [7 ve 25]. Sekil 2.2.de NP’nin kimyasal yapis1 goriilmektedir.
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Sekil 2.2. Neopterinin kimyasal yapisi [Fuchs]

CH,0H

o Tiimor Nekroz Faktoriintin (o -TNF), INF-y gibi etkiye sahip olmadigi, ama INF-y
tarafindan saliman NP olusumuna sinerjik amplifiye ettigi bildirilmistir. Daha sonralar1 ¢ok
sayida klinik ve deneysel calismalar, klinik tipta NP’nin potansiyel degerini arastirmaya
rehberlik etmistir. Giiniimiize kadar NP biyosentezinin, hiicresel immiin sistem aktivasyonu ile
yakindan iligkili oldugunu gosteren destekleyici in vitro ve in vivo olarak cesitli arastirmalar
yapilmistir. Insanda temel NP kaynagi monosit/makrofajlardir. Ayrica mikroglia hiicreleri ve

santral sinir sisteminden de NP salgilanir [26, 27 ve 28].

Neopterin, insan monosit ve makrofajlarindan interferon-gamma araciligiyla salinan,
biyolojik fonksiyonu tam olarak anlasilamamis, kendisine 6zgii bir reseptorii olmayan, pteridin
tirevi bir maddedir [7, 28, 29 ve 35]. Viicut sivilarindaki NP diizeyi ¢esitli enfeksiyonlar,
sepsis, otoimmun hastaliklar, maliniteler, allograft reddi, sarkoidoz, tiiberkiiloz, multipl
sklerozun aktivasyonu, koroner arter hastaligi, miyokard enfarktiisii, viral enfeksiyon, HIV
enfeksiyonu, prostat kanseri, hepatoselliiler kanser, gastrointestinal kanser, akciger kanseri,
SARS, hepatit C, tiiberkiiloz, cocuklarin merkezi sinir sistemi hastaliklari, bobrek, karaciger,
kalp, pankreas ve kemik iligi transplantlarinin rejeksiyon derecesi gibi durumlarda artmaktadir.
NP, giiniimiizde hiicresel bagisiklik sisteminin aktivasyonunun biyokimyasal bir gostergesi

olarak kabul edilmektedir [7, 22, 26, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42 ve 50].

Aktif durumdaki yardimci-T lenfosit hiicrelerinden salinan interferon-y, makrofajlarin
NP iiretip, viicut sivilarina birakmalarina yol agmaktadir. NP konsantrasyonu ile bu hiicrelerin
hidrojen peroksit iiretimi arasinda da yakin iliski bulunmaktadir [7]. Boylece NP seviyesi ile
bagisiklik sisteminin aktivasyonu sonucu olusan oksidatif stres degerlendirilebilmektedir. NP
seviyesinin T-hiicre proliferasyonundan 3 giin, antikor iiretiminden de 1 hafta 6nce yiikseldigi

bilinmektedir. NP bu Ozellikleri nedeniyle, hem hiicresel bagisiklik yanitinin
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degerlendirilmesine yardimci olmakta, hem de bagisiklik sistemi ile iliskili olan hastaliklarin
tan1 ve takibinde kullanilabilmektedir [35]. Giintimiizde NP Ol¢iimii icin cesitli yontemler
bulunmaktadir. Bunlar, ELISA, RIA ve HPLC olarak soylenebilir [7, 30, 32, 35, 38, 41, 43, 44,
46, 47 ve 48]. Pratik ve duyarl olmasi nedeniyle NP ol¢iilmesinin floresan dedektorli, yiiksek

basingli s1ivi kromatografisi tercih edilmektedir [25, 31, 35, 45, 48 ve 49].

NP viicutta serum, beyin omurilik sivisi, sinoviyal sivi, idrar, pankreatik sivi, semen ve
titkiiriikte tespit edilmistir [29, 35, 50 ve 51]. Bunlarla birlikte rat ve insan goziinde iris, lens,
silier cisim ve retinada da salgilandigi gosterilmistir [51]. Damar disina ¢ikmadigindan ve
bobreklerden degisime ugramadan atildigindan dolayi, idrar NP seviyesi ile dolayli olarak
Interferon-y seviyesi degerlendirilebilmektedir [22, 35 ve 52]. NP diizeyleri gebelik siiresi ile
artar ve son igiincli ti¢ aylik donemde pik yapar [22 ve 53]. Yeni doganlarda NP
konsantrasyonlari, maternal diizeylerden ii¢ kat daha yiiksektir. Ciinkii gebelik boyunca

monosit/makrofaj aktivasyonunda bir artis belirir.
2.3.1. Neopterin Olusumu

NP sentezinde gorev yapan siklohidrolaz—1 enziminin aktivitesi bilyiik oranda IFN-y az
derecede diger sitokinler, endotoksinler ve IFN-a tarafindan diizenlenir. Sentez sirasinda ara
iriin olarak da dihidroneopterin trifosfat (NH,TP) ortaya ¢ikar [29]. NP prizino-primidin
bilesigi olup diisiik molekiil agirlikli 2-amino—4 hidroksipterindir. NP guanozintrifosfat
siklohidroklaz—1 vasitastyla GTP’ den aktive olmus monosit/makrofajdan iiretilir. IFN-y, aktif-
helper — T lenfosit tip—1 (Th-1) hiicreleri tarafindan salinir [7, 29, 34, 35 ve 44]. Bu hiicreler
NP iiretiminin en giiclii indiikleyicileridir. NP konsantrasyonlar1 viicut sivilarinda INF-y
varligim1 belirtir. Neredeyse tiim insan hiicrelerinde GTP’ den BH, iiretilirken, monosit ve
makrofajlarda 6-pirovoil tetrahidropterin sentetazin eksikliginde 7,8 dihidroneopterin trifosfatin
hidroliz ve oksidasyonun bir sonucu olarak da NP olusur [25 ve 52]. Makrofajlarda diger
pteridinlerin sentezi icin gerekli enzimler bulunmamaktadir. Neopterin makrofajlarda sentezini

takiben plazmaya ge¢mektedir [7]. Insanlarda neopterin sentezi sekil 2.2 de goriilmektedir.
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Alktive edilmig T
hiicreleri

IFIN- v

Inszan makrofaj

Ve siur
hiicreleri
Guanozintrifosfat GTP
siklohidrolaz-I Dihidroneopterin
(GCH-I) Trifostat
Neopterin Biopterin
(Insan makrofaj hiicrelen) (dhger huicreler)

Sekil 2.3. insanda neopterin sentez basamaklar1 [Fuchs’tan degistirilerek]

2.3.2. Tetrahidrobiopterin (BH,)

BH,, GTP-siklohidrolaz—1 enzimin inhibitoridiir. BH,; memelilerde aromatik amino
asit monooksijenaz, eter-lipidlerin oksidatif temizleyicisi ve NO sentetaz enziminin kofaktorii
olarak fonksiyon goriir. Triptofan, fenilalanin ve trozin hidroksilasyonunu yapan amino asit
monooksijenazlar dopamin, norepinefrin ve serotonin gibi ndrotransmitterlerin biyosentezini
diizenler. BH, biyosentezi ve tekrar olusumundaki bir engel fenil alanin birikimine ve

norotransmitter olusumun azalmasina yol acar. Bu da nérolojik hastalikla sonuglanir [25 ve 53].
2.3.3. Neopterinin Viicuttaki Biyokimyasal ve Fizyolojik Rolii

Viicuttaki biyokimyasal ve fizyolojik rolii heniiz tam olarak ag¢iklanamamustir.
Sitokinler tarafindan situmiile olan makrofajlar H,O,, siiperoksit, hidroksil radikalleri, reaktif
oksijen metabolitleri ve diger metabolitleri tiretirler. NP radikal temizleyicisi degildir, ancak
stiperoxid serbest radikallerinin kaynaklayicisi olan ksantin oxidazin non-kompetatif inhibitorii

olarak davranir. Diger taraftan NP, H,0, ve kloraminin toksik etkilerini artirir [23 ve 52].
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2.3.4. Neopterinin immiinolojik Rolii

Molekiilleri tanima yeteneginde olan canlinin immiin sistemi, patojenlere karsi sistemin
olusturdugu biitiin reaksiyonlardir. Konak organizmaya giren yabanci patojenler, antijen sunucu
hiicreler (antigen presenting cells, APC) tarafindan karsilanmakta ve T/B lenfositlere
sunulmaktadir. Timusa bagimli antijenler ile karsilasan APC hiicreleri, antijeni Th (T helper)
lenfositlere sunarken, IL-1 salarak da bu lenfositlerin ¢cogalmalarina ve lenfokin salgilamalarina
yol acmaktadir. Timusa bagimsiz antijenler dogrudan B lenfositlere sunulmaktadir. APC
tarafindan uyarilan Th lenfokinler, T/B lenfositleri farklilagtirmakta ve immiin cevap iiriinlerinin

ac18a cikmasini saglamaktadir [3 ve 4].

Neopterin diizeyinin Olctilmesi, hiicresel immiin aktivasyonunu belirlemek igin
kullanilir. Cesitli hastaliklarda NP konsantrasyonlar: tesbit edilmis ve sSTNF-R (soluble tiimor
nekroz faktor reseptorii), sIL-R (soluble interlokin reseptorii) ve IFN-y gibi diger sitokin immiin
aktivasyon belirteclerin konsantrasyonlariyla korelasyon oldugu bulunmustur [29]. Malign
hastalikli ve viral enfeksiyonlu hastalarin viicut sivilarinda artmus NP konsantrasyonlari
bulunmasi, immiin sistem baglantili pteridin sentezini incelemeye baslanmasina yol agmistir.
Periferal kan hiicrelerinin kullanilmasi ile aktive olmus T lenfositlerden tiirevlenen INF-y
situmulasyonu ile makrofajlardan NP sentezi oldugu gozlenmistir [54]. Ancak benign
timorlerdeki calismalarda normal NP diizeyleri bulunmustur. Bu durum NP yiiksekliginin
kaynak olarak malign hiicreler veya viriislerle enfekte hiicrelerden ziyade konak¢inin cevabu ile

iligkili oldugu goriistinii ortaya koymustur [55].

NP diizeyi, hiicresel immiin sistemin aktivasyonunu belirlemek icin kullanilabilir.
Hiicresel immiin sistem, 6zelikle viral enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar, diger inflamatuvar
hastaliklar, trasplant reddi ve kanser gibi yaygin bir hastalik tiiriiniin sebebi ve gelisiminde
merkezi bir faktordiir. Son caligma bulgulari, redoks duyarli metabolik yollarda NP tiirevlerinin
muhtemel bir etkisini gostermistir. Bu nedenle NP miktarlarinda, hiicresel immiin cevap

sirasinda artig goriiliir. Yine NP oksidatif stresin 6nemli bir belirtecidir [56].
2.3.5. Viicut Sivilarinda Neopterin

NP viicut sivilarinda stabil olup immiin cevap siiresince tespit edilebilir. Bundan dolay1
NP seviyelerini 6lgmek zor degildir. NP diisiik molekiil agirligindan dolay1 baslangigtaki yapisi
degismeksizin bobreklerden atilir. NP kleransi iniilin kleransindan daha yiiksektir. Ciinkii NP

glomeriiler filtrasyon yaninda tiibiiler sekresyonla da bobreklerden atilir [52].
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Serum NP konsantrasyonlardaki degisiklikler idrar NP konsantrasyonlarinda paralel bir
degisiklige neden olur. Idrar NP ve serum NP diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon
gozlenmistir. NP 1s18a ve yiiksek sicakliga duyarli oldugundan saklama ve taginma esnasinda
direkt giines 1s18indan korunmalidir. Ayrica tekrar ¢c6zme dondurma durumlarinda mevcut NP
miktarlarinda azalma goriilmiistiir. NP nin; serum, BOS, sinoviyal sivi, idrar, pankreatik siv1 ve

plazma gibi ¢esitli viicut sivilarinda 6l¢iimii yapilabilir [52].
2.3.5.1. Serumda Neopterin

Saglikli eriskin bireylerde serum NP diizeylerinin iist limiti 10 nmol/l olarak kabul
edilmektedir. Serum NP konsantrasyonlari, yasl ve ¢ocuklarda daha yiiksek olmakla beraber

cinsiyete bagli olmadig: bildirilmistir [22].

Fetal serum NP diizeyleri gebelik yasi ile birlikte artmakta ve son trimesterda ise pik
yapmaktadir. Yeni doganlarda serum NP diizeylerinin, maternal serum diizeylerinden ii¢ kat
daha yiiksek oldugu goézlenmistir. Ciinkii gebelik boyunca monosit/makrofaj aktivasyonunda
artig olur. Fetal ve maternal serum NP diizeylerinde énemli bir korelasyon gézlenmemistir.
Normal gebelikte maternal serum NP diizeyinde cok az bir artis olmakta fakat bu artis fetal
degerlere ulasilamayacak kadar azdir. Ciinkii fetal kompartman maternal metabolizmasindan

izoledir. Maternal serum NP diizeyleri 6-12 ay sonra normal degerlere doner [22].

Alinan venoz kan oOrneklerinden plazma veya serum ayirimi esnasinda NP kaybi
olmadigr tahmin edilmektedir. Serum ve plazma NP diizeyleri karanlik bir yerde oda 1sisinda ii¢
giine kadar stabildir. Serum daha uzun siire i¢in saklanacaksa -20 °C’de ii¢ aya kadar, -80 °C’de

ise bir yila kadar stabildir [52].
2.3.5.2. idrarda Neopterin

Giinlik NP atiliminda ¢ok onemli bir degisiklik olmadig1 i¢in sonuglarin idrar kreatinin
derisimleri agisindan agiklanmasi sartiyla rastgele idrar ornekleri kullanilabilir. Idrar NP
diizeyleri kreatinin diizeylerine gore belirlenir. Idrar NP normal degerleri 50-250 umol NP/mol
kreatinin’dir. Ortalama NP/kreatinin oraninin erkeklerde kadinlara gore daha diisiikk oldugu
gozlenmistir. Bu farkin erkeklerde kreatinin diizeylerinin kadinlara kiyasla daha yiiksek

olmasindan kaynaklandig bildirilmistir [52].

Idrar 6rneklerinin ¢alisilmadan &nce toplanmasi ve saklanmasi cok nemlidir. Bundan
dolay1 idrar en iyi koruma yontemi askorbik asit bulunan bir kaba bosaltarak toplamaktir. Eger

idrar kiiciik cocuklardan toplanacaksa askorbik asit dogrudan idrar toplama torbasina konulup
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151k gecirmeyen bir kaba aktarilarak en kisa zamanda c¢abucak dondurulmalidir. Bu sekilde

toplanan idrar 6rnekleri -20 °C birkag ay -80 °C’de ise daha uzun siire stabil kalir [52].
2.3.5.3. Beyin Omurilik Sivisinda (BOS) Neopterin

BOS NP diizeylerinde cinsiyete goére fark bulunmamaktadir.  Saghkli yetiskin
bireylerde BOS NP diizeyleri 4,2 + 1,0 nmol/L’dir. BOS o6rneklerinin yanlis toplanmasi,
saklanmasi ve islenmesine bagli olarak mevcut NP konsantrasyonlarinda daha diisiik degerlere
neden olmaktadir. I¢inde 1 mg/ml ditioeritritol (DTE) ve 1 mg/ml asetilen triamin penta asetik
asit bulunan tiiplere BOS oOrnekleri alinmak suretiyle bu problemin {istesinden
gelinebilmektedir. Bu sekilde toplanan BOS dondurularak bir yildan daha fazla stabil
kalmaktadir [52].

2.3.5.4. Diger Biyolojik Sivilarda Neopterin

NP serum, idrar ve BOS viicut sivilar1 disinda sinoviyal sivi, pankreatik sivi ve tiikriikte
de tayin edilebilir. Bunlara ilaveten lokal makrofaj aktivasyonunun bir gostergesi olarak NP
diger viicut sivilarinda da bulunmaktadir. Romatoid artiritli hastalarin eklem sivisi ve

hamilelikte amniyotik sivida da NP diizeylerine bakilmigtir [35].
2.3.6. NP ve Serbest Radikaller

Sitokinler tarafindan situmiile olan makrofajlar H,O,, siiperoksit, hidroksil radikalleri,
reaktif oksijen metabolitleri ve diger metabolitleri iiretirler. H,O, ekstraseliiler sitolize katilir.
Ayrica monosit/makrofajlar miyeloperoksidaz enziminin (MPO) salgilanmasin1 uyarirlar. MPO
enzimi ise H,O, ve CI reaktanlarimi HOCI ve kloraminlere doniistiiriirler. Bu bilesikler
mikroorganizmalar i¢in yiiksek derecede toksik etkiye sahiptirler [38]. IFN-y ile situmule olan
makrofajlar reaktif oksijen olusumunun yani sira iki pteridin tiirevinin sekresyonunu da
yaparlar.  Bunlar rediikleyici olmayan NP ve rediikleyici olan 7,8-dihidroneopterindir.
Indirgeyici pteridin tiirevi olan NP radikal temizleyicisi degildir. Ancak siiperoksit serbest
radikallerinin kaynaklayicisi olan ksantin oxidazin non-kompetatif inhibitorii olarak davranirlar.

Diger taraftan NP, H,O, ve kloraminin mikroorganizmalara karsi toksik etkilerini artirir [22].

NP serbest radikallerin olusumunu indirekt olarak inhibe eder, ama onlarin
sitotoksitesini giiclendirir. Dihidroneopterin NP ile birlikte makrofajlardan salinir ve serbest
radikallerin inaktivasyonunu yaparlar. In vivo olarak serbest radikaller iizerinde pteridin

aktivasyon mekanizmalarindan ikisi heniiz aciklanamamistir [22].
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2.3.7. NP ve Hematopoezis

Demir atomu immiino kompetant hiicrelerin farklilasmasi ve iiremesinde 6nemli bir rol
oynar. Diger taraftan yiiksek toksisiteli hidroksil radikallerinin olusumunu katalizler. Immiin
cevap esnasinda hiicrelere daha fazla demir gecisi olur. Bu yiizden biyokullanilabilir demir
miktarinda azalma olur. Monosit/makrofaj aktivasyonu kandaki demir iceriginin azalmasiyla
birlikte goriiliir. Ayrica ekstraseliiler demir eksikligi NP salinimini sitiimiile eder. Birgok
hastalikta aneminin varligt ve NP arasinda bir iliski kurulamamasina karsilik NP’nin

eritropoietin iiretimini inhibe ederek anemi gelismesine sebep oldugu gosterilmistir [22 ve 52].
2.3.8. NP ve Uveit

Yapi olarak bir topa benzeyen goziin ortasinda bulunan jel benzeri maddenin gevresini 3
tabakadan olusan bir kilif sarar. En dista sklera adi verilen beyaz kisim, en igte retina adi
verilen ve gormemizi saglayan kisim, ortada ise uvea bulunur. Uveanin iltihabina iiveit denir.
Uvea gozii besleyen damarlari bulundurmaktadir. Buranin iltihabr goziin tim dokularin

etkilemektedir. Bu durum gérmeyi ciddi sekilde tehtit eden durumlara neden olmaktadir [35].

Uveitli olgularin klinik olarak aktif oldugu donemlerde, idrar neopterin seviyesinde
yiikselme oldugu tespit edilmistir. Neopterinin bu 6zelligi ile iiveitli olgularda klinik bulgulari
destekleyen, biyokimyasal bir aktivasyon gostergesi olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir

[35].
2.3.9. NP ve Multiple Skleroz (MS)

Multiple skleroz hastaligi, 6zellikle periventrikiiler beyaz cevherde demiyelinizasyon,
oligodendrosit kaybi ve reaktif astrogliozdan olusan plaklarla karakterizedir. Hastaligin ilk
donemlerinden itibaren akson kaybi s6z konusudur. Akson kaybi esigi astiginda Sekonder
Progressif Multiple Sikleroz (SP-MS)’e dontisiim ve kalict norolojik bulgu ortaya cikar.
Hastaliga yatkin kisinin viral ya da bakteriyel bir ajanla karsilagmasi sonucu basta miyelin
proteinleri olmak iizere tiim santral sinir sistemi (SSS) elemanlarina karsi otoimmiin bir
mekanizma gelisir. Bu gelisimde hiicresel immiin aktivasyonun ve 6zellikle T hiicrelerinin tetik
cekici olarak gorev yaptigi kabul edilmektedir. Atak ve remisyonla seyreden MS’de atak
donemini belirleyici bir laboratuar tetkiki halen bulunmamaktadir. Yapilan arastirmalarda
serum neopterin diizeyinin MS hastalarinin atak doénemini degerlendirmede objektif bir

laboratuar bulgusu olarak kullanilabilecegi sonucuna varildig: belirtilmistir [22, 32 ve 52].
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2.3.10. NP ve Malignant Hastaliklar

Zayif prognoz ile tiimor sathalari arasinda pozitif bir korelasyon gozlenir. Akciger,
ovaryum, meme, troid bezi, uterus, serviks, pankreas, kolon kanserleri, multiple myeloma ve
Kaposi’s sarkomu (HIV enfeksiyonsuz olsa bile)’'nda artmis serum ve/veya idrar NP diizeyleri
yiiksek oldugu bildirilmistir. Akciger kanserinde artmis idrar NP diizeyi ile tiimoriin tipi,

durumu ya da metastazi arasinda bir iligki yoktur [22 ve 49].
2.3.11. NP ve Otoimmiin Hastaliklar

Romatoid artirit, glomeriilonefrit, Sjogren’s sendromu ve Grave’s hastaliklarinda idrar
ve/veya serum da artmig NP diizeyleri gozlenir. Otoimmiin hastaliklarda NP infiltre olmus
makrofajlar tarafindan lokal iiretilir. Romatoid artiritte hem serum hem de idrar NP diizeyleri
hastaligin aktivasyonuna bagli olarak artar. Serum NP diizeyleri ile IgM-romatoid faktor
arasinda bir korelasyon vardir. Otoimmiin hastaliklarda lokal iiretilen NP kana geger ve ayni

zamanda NP hastaligin gelisimindeki aktifligi belirtir [22 ve 52].
2.3.12. NP ve Renal Hastaliklar

Renal yetmezlik, diabetik nefropati, glomeriilonefrit, hepatit B, viral nefropati ile renal
transplant rejeksiyonda serum ve idrarda artmis NP diizeyleri goriiliir. Renal hastaliklarda, NP
konsantrasyonlardaki artistan iki mekanizma sorumludur. Bunlar NP’nin atiliminin zayiflamasi

ve inflamasyon siiresince iiretimidir [22].
2.3.13. NP ve Kardiyoloji

Insanlarda serum NP ile karotis ateroskleroz miktar1 arasinda bir korelasyon vardir.
Kronik koroner arter gibi akut hastalarda serum NP diizeylerinde artma olur. Gurfinkel ve
arkadaslart etkilenmemis koroner arterilerin sayisi ile NP diizeyleri arasinda pozitif bir
korelasyon buldular [57]. Schumacher ve arkadaslarin bir calismalarinda ise MI'lh hastalarda
artmig serum NP diizeylerinin trombolitik tedavi basladiktan sonra ilk dort saat esnasinda NP
diizeylerinde 6nemli derecede diisme oldugu daha sonra ise tekrar artigim1 gézlemlediler [58 ve
59]. NP diizeyleri ile anjiotensin enzimi (ACE) ve aldosteron diizeyleri arasinda pozitif bir
korelasyon vardir. Ancak ACE inhibitorleri NP konsantrasyonlari iizerinde bir etkiye sahip
degildir. Aktif makrofajlar tarafindan salinan endotelin—1 ve NP arasinda ise pozitif bir

korelasyon oldugu belirtilmektedir [21 ve 36].
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2.4. C-Reaktif Protein

Akut hastalifi olan bireylerin serumlarinda Streptococcus pneumoniae’nin hiicre
duvarindaki C-polisakkaride baglanabilen bir maddedir [61 ve 65]. CRP’nin biiyiik bir kisim
hepatositlerde sentezlenir. Immiinohistokimyasal olarak incelendiginde, CRP’nin enflamasyon

esnasinda hepatik lobiillerde yerlesme seklinin sentripedal oldugu gosterilmistir [60].

Insan CRP’si bir B-globulindir. Pentaksinler veya pretraksinler diye adlandirilan
proteinlerin bir iist ailesi olarak smiflandirilir.  Globuler yapisina bakildiginda, birbirine
nonkovalent olarak bagl bes tane subunitten meydana gelmis, elektron mikroskobunda disk
seklinde goriilen, siklik, nonglikolize bir yapidan olusmustur [8 ve 15]. Bu subunitler simetrik
olarak yanyana dizildiginde olusan proteine (CRP’ye benzer protein) serum amiloid A proteini
adi verilir [62]. Yine insan CRP geni, kromozom 1 iizerinde lokalize olmustur. CRP’deki her
bir subunit 206 aminoasit rezidiisiinden olugsmustur ve molekiil agirlig1 rolatif olarak 23.017

olarak hesaplanmistir [8, 10 ve 15].

Invivo ve invitro galismalarin sonuclarinda CRP’nin; konakgida yabanci patojen ve
hasarl1 hiicrelere spesifik bir sekilde baglanabildigi, kandaki humoral ve hiicresel effektor
sistemlerle etkileserek, yabanci olarak algilanan hiicreleri ortadan kaldirmayi baslatmada ilgili
oldugu gosterilmistir. CRP’nin fibronektin ve kromatine baglanmasi ilgingtir. Bdylece, hiicre

nekrozu esnasinda hasarli kromatini ortadan kaldirdigi ifade edilmistir [8 ve 63].

Saglikli insanda normal serum CRP konsantrasyonu 1mg/dl’den daha azdir.
Enflamasyon esnasinda hepatositlerde CRP’nin sentezi uyarilir ve hepatositlerden sekresyonu
artar. Enflamasyon boyunca, CRP’nin artmis hepatik sentezi, transkripsiyonel indiiksiyonu
sonucu olur ve akut faz cevabinin devami i¢cin CRP molekiilleri sekretuvar yollara geger ve
enflamasyonlu yerlerdeki hasarli dokulara Polimorfoniikleer l6kositlerin (PMNL) gociiyle
birlikte daha yogun lokalize olur [64 ve 65]. CRP, Streptococcus pneumoniae enfeksiyonunda
konakg¢1 tarafindan antipnomokokkal antikorlar iiretilinceye kadar fatal bir sonucu onlemeye
yardimci olur. CRP’nin normal serum yar1 6mrii 19 saat civarindadir ve yine kismi katabolik
hizi, CRP’nin plazma seviyelerine bagli degildir. Romatoid artritte CRP {iiretiminin kiimiilatif
olarak goz oniinde tutulmasi, hastaligin aktivite ve seyrinin degerlendirilmesinde 6nemlidir [66].
CRP’nin serum seviyesinin, bir¢cok enflamatuvar durumda, hastalik aktivitesiyle korele oldugu
gosterilmis, ayrica serum seviyelerinin IL-6’nin hem serum hem de sinovyal sivi seviyeleriyle

korelasyon gosterdigi ortaya konulmustur [8].
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2.4.1 CRP’nin Gorevi

Ca™ varliginda, CRP yalmz bir cok mantar, bakteri protozoal parazitte bulunan
polisakarit degil, aym1 zamanda fosfatidilkolin (lesitin), fosfolipidler (niikleik asitler) gibi
polianyonlar1 da baglar. Ca* yoklugunda, CRP histonlar gibi polikatyonlar: baglar. Kompleks
olusunca, CRP Clg2dan baglamak iizere klasik kompleman yolunu aktive eder [8]. Antikorlar
gibi, CRP opsonizasyon, fagositozis ile bakteri ve viriis gibi istilact organizmalarin lizisini
baslatir. CRP ayn1 zamanda potansiyel olarak toksik hasarli dokudan salinan otogen maddeleri
de tanir, onlar1 baglar ve detoksifiye eder. CRP’nin kendisi opsonizasyondan sonra katabolize

olur [8 ve 67].
2.4.2. CRP’nin Klinik Onemi

CRP en duyarli akut faz proteinlerden biri olarak uzun zamandir bilinmektedir. Plazma
diizeyi genellikle miyokard infarktiisii, stres, travma, infeksiyon, cerrahi veya neoplastik
proliferasyon sonrasi dramatik olarak artar. Artis infarktin 6-12. saatlerinde baslar ve normalin
200 katina kadar ulagilabilir. CRP’nin belirlenmesi organik hastaliklarin taranmasinda,
inflamatuvar hastaligin aktivitesinin degerlendirilmesinde, sistemik lupus eritamatozus, 16semi
veya cerrahi sonrasi araya giren infeksiyonlarin belirlenmesi (plazma diizeyinde sekonder artis)
ve bakteriyolojik inceleme icin Ornek aliminin gii¢ oldugu neonatal septisemi ve menenjit
teshisinde klinik olarak yararlidir. Dolagimdaki yiiksek CRP diizeylerinin kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in bagimsiz risk faktorii olabilecegi belirtilse de fizyopatolojisi hala net degildir [4
ve 68].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

Bu calismada Nisan 2005 ile Aralik 2005 tarihleri arasinda Selguk Universitesi Meram
Tip Fakiiltesi rutin Biyokimya laboratuarina gelen yas ortalamalart 47,98 + 22,64 olan
hastalarin kan 6rneklerinden randomize secilen 150 serumda neopterin ve CRP diizeylerine
bakildi. Ornekler CRP diizeylerine gore 0-5, 5-10, 10-30, 30-60 ve 60-iizeri mg/l olarak
gruplandirildi. Bu gruplar i¢in ayr1 ayr1 NP diizeyleri ol¢iildii.

3. 1.1. Kullamlan Cihaz ve Kimyasal Maddeler

e Neopterin Sigma (ABD)

e Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) Sigma (ABD

¢ Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,) Merck (Almanya)

e  Ortofosforik asit (H;PO,4) Riedel da Haen (Almanya)
e  Metanol Merck (Almanya)

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC) Agilent 1100 series (Almanya)

. Floresans detektor

. Otomatik ornekleme sistemi (ChromSystems programmable autosampler CLC
200)

. Pompa

. Mikroislemci

. Kromatografi programi (HP ChemStation for LC)

1. Kolon

. Analitik kolon (Analytical Column): C,g hidrokarbon zincirine bagl silika

iceren, partikiil biyiikliigii Spum olan, 4.6 x 250 mm boyutlarindaki Allsphare
ODS-2 reverse-Phase kolonu (HICHROM, Waters Spherisorb, U.K)

2. Vorteks (Heidolph REAX top)
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3. Santrifiijler

4. Su aritma cihazi (Mini Pure)

5. Degisik hacimlerde otomatik pipetler (Medisis)

6. Teraziler

. Hassas terazi (SHIMADZU, Japonya)

U Tek kefeli terazi (SCALTEC, Almanya )

7. Scheicher and Schuell 6rnek siizme filtresi (seliiloz asetat 0,45 pm)
8. pH metre (inoLab pH 720, Almanya)

9. Derin dondurucu (Jouan , Danimarka)

3.2. Metod

3.2.1. HPLC Sistemi ve Gerekli Donanimlar

Neopterin Ol¢iimil icin gerekli olan minimum HPLC sistemi izokratik pompa,
enjeksiyon valfi, seperasyon kolonu, florometrik detektoriidiir. Floresans ol¢iimii 353 nm
eksitasyon ve 438 nm emisyon dalga boylarinda yapildi. Neopterin tayini Selcuk Universitesi
Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya laboratuarinda bulunan HPLC cihazinda (Sekil 3.1 ve Sekil
3.2) gerceklestirilmistir.



Otomatik enjeksiyon

Yazic1
| valfi Kontrol iiniti
Tampon

Enjeksiyon valfi ha7ned
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Analitik kolon |

| |
UV absorbsiyon Flouresans

detektori detektorii Atik

Sekil 3.1. HPLC sistem semasi
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Sekil 3.2. HPLC cihazi

3.2.2. Kullanilan Cozeltiler
1) Mobil Faz icin Kullamlan Fosfat Tamponu Stok Cozeltisi:

102.1 g KH,PO, ve 43.6 g K,HPO, tartilarak bir miktar distile suda c¢oziildiikten sonra

son hacim 1000 mL’ye tamamlandi ve ¢alisilincaya kadar 4 °C’de buzdolabinda saklandi.
2) Mobil Faz icin Kullanilan Fosfat Tamponu Calisma Cozeltisi (0.015 mol/L):

Stok ¢ozeltinin 15 ml’sine 950 ml distile su ilave edildi. pH’1 6.4’e konsantre H;PO, ile
ayarlandiktan sonra distile su ile son hacim 1 L’ye tamamlandi. 0.20 wm’lik mikrofiltreden

stiziildii. Calisma ¢6zeltisi her giin taze olarak hazirlandi.
3) Neopterin Standard: Stok Cozeltisi (0.039 mmol/L):

10 mg neopterin 1000 ml degaze edilmis distile suda, 1siktan korunarak c¢oziildii.

Calisma yapilana kadar —80 °C’de muhafaza edildi.
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4) Neopterin Standart Cozeltileri :

Neopterin stok c¢ozeltisinden seri diliisyonlar yapilarak 500, 250, 125, 62.5, 31.125,
15.56 nmol/I'liikk neopterin standart ¢ozeltileri 1siktan korunarak hazirlandi.  Kahverengi

ependorf tiiplere konulan drnekler ¢calisma yapilana kadar -20 °C saklandi.
3.2.3. Kromatografi

Numune icerigindeki bilesiklerin bir destek ortaminda mobil veya duragan faz
gostermelerine gore yapilan bir separasyon teknigidir. Bilesikler duragan fazda birbirlerine ¢ok
kuvvetle etki ederek uzun siire alikoyarlar. Kromatografi teknikleri mobil fazlarina gore gaz ve

stvi kromatografi olarak siniflanabilir.
3.2.3.1 HPLC

HPLC yontemi, geleneksel kromatografi metotlarina gére maddelerin ayrimini ¢ok iyi
bir diizeyde yapabilen bir yontemdir. Kullanilan kolon teknolojisi ileri bir teknik olup, klinik

kullanimi ¢ok genistir.
HPLC’nin Komponentleri

En basit HPLC’ de bulunmasi gereken komponentler; solvent rezervuari, pompa,

enjektor, kolon, detektor, kayit cihazi ve mikroislemcidir.

Solvent Rezervuari; solvent mobil fazi olugturur. Solventin i¢ine kondugu ve buradan
sisteme aktarildig1 kaplara solvent rezervuari denir. Izokratik sistemlerde tek rezervuar varken,

gradient sistemlerde dort rezervuar bulunur.

Pompa; mobil faz1 solvent rezervuarindan aspire eder ve basingli bir sekilde kolona
gonderir. Resiprokal pompa, gaz amplifiye edici pompa, gaz cikartici pompa ve siringa pompa
olmak {iizere dort tip pompa vardir. Resiprokal pompa ile 10000 psi ve 1-10 ml/dak hizda akim
iiretilebilir. Izokratik pompalarda tek bir mobil faz kullanilabilirken, gradient pompalarda iki
veya daha fazla mobil faz kullanilabilir.  Ayrica gradient pompalara giden mobil faz

kompozisyonu degistirilebilir.

Enjeksiyon Sistemi; genellikle lup enjektor sistemi kullanilir. Kapali pozisyondayken
enjektor icine cekilen numune lup icine enjekte edilir. Lup’un sisteme gonderecegi hacim
sabittir ve bu hacmi tam olarak sisteme gonderir. Lup sisteminde numuneler tek tek enjekte
edilir. Otosampler sistemleri de vardir. Bu sistemde ise numuneler arka arkaya otomatik olarak

enjekte edilir.
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Kolon; kromatografi sisteminin duragan fazini olusturur. Duragan faz olarak; silika,
aliminyum, mangal komiirii, organik polimerler kullanilabilir. Silika siklikla kullanilan bir
duragan fazdir. 40 pum ¢aplh makropartikiiller olusturur. Pellikiiler duragan faz ise 20-60 pm
capli cam boncuklar ve duragan fazin dig kismini saran bir ince zardan olugur. Mikropartikiillii
destek sistemi ise 3—10 pm capl sferik veya diizensiz sekilli gozeneklerden olusur. Cogunlukla

mikropartikiillii silika kullanilir. Ancak pH 8 iizerinde ve pH 2 altinda kullanilamaz.

Bonded Phase (baglanmig faz) kolon teknolojisi; bu teknolojide stasyoner faz (duragan
faz) kimyasal olarak silika partikiillerinin yiizeyine baglanmistir (silika ester veya silikon
polimerik baglarla). Baglanmis faz paketleri; mekanik ve kimyasal olarak stabil, uzun omiirlii,

miikemmel kromatografik performansa sahiptirler.

Iki tip baglanmus faz vardir;

. Normal faz: Stasyoner faz mobil faza gore polardir.
. Reversed faz: Nonpolar stasyoner faz olarak en ¢ok kullanilan tiptir.
Detektor;

HPLC sisteminde siklikla kullanilan dedektorler;

. Diod array absorbance dedector (UV ve goriinen 151k spektrumu icin kullanilir)
. Fluorometre detektor
. Elektrokimyasal detektor

Cogu organik bilesikler UV spektrumdaki 15181 absorbe ederken daha az kismi goériinen

spektrumdaki 15181 absorbe eder. Ayrca dedektorlerin;
Sabit dalga boylu fotometre dedektorti,
Dalga boyu degisebilen fotometre dedektorii,
Diod array dedektor,
Elektrokimyasal dedektor,
Floresan dedektor, tipleri de vardir.

Biz ¢alismamizda gradient pompa, otosampler sistem ve floresan dedektorii kullandik.
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Floresan dedektor, floresan 6zelligi olan bilesiklerin Olciimiinde floresan dedektor
kullanilir. Biz calismamizda flerosan detektorii tercih ettik. Floresans tespit yontemi, biyolojik
numunelerdeki pterinlerin Olgiilmesi icin gerekli hassasiyete ve secicilik 6zeligine sahiptir.
Burada sadece oksitli pterinler, hepsi olmasa da bircogu floresans verir ve indirgenmis olan
formlarinda endojen olarak var olmalar1 bir sorun olusturur. Indirgenmis olan pterinler bu

acidan analiz 6ncesinde kimyasal olarak okside forma doniistiiriilmeleri gerekmektedir.

Asidik ve alkali kosullarinda pterinlerin iyotla farkli sekilde oksitlendigi bir metot
kullanilarak biopterinin ii¢ oksidasyon durumu olan biyopterin, dihidrobiyopterin ve

tetrahidrobiyopterin’i 6l¢iilmesi miimkiin olmaktadir.
Bu oksidasyon iglemi biitiin doku ve sivilar i¢in kullanilabilir. Ciinkii;
e Tam olarak oksitli olan biopterin asit veya alkali iyot oksidasyonundan etkilenmez,

¢ Dihidrobiyopterin ve tetrahidrobiyopterin her ikisi de asit kosularinda iyotla kantitatif

olarak biopterine doniistiiriiliir,

e Alkali sartlarinda, dihidrobiyopterin iyotla kantitatif olarak biyopterine doniistiiriiliir

tetrahidrobiyopterin etkilenmez.

Bunun icin, oOrnegin saflastirma islemi ve HPLC ayrisimindan sonra, ©6nceden
oksidasyonu olmayan Ornegin dogrudan enjeksiyonu ile endojen biopterin analizi, asit ile
okside olmus oOrneklerin enjeksijyonu ile total biopterin (biopterin + dihidrobiopterin +
tetrahidrobiopterin) konsantrasyonlar1 Olciilebilir. Dihidrobiopterin derisimleri ise Grnegin
alkali oksidasyonundan sonra bulunan biopterin derisimin total biopterinden ¢ikarilmasiyla

bulunabilir.

Sistem ve Data Kontrol; pompa ayarlarini yapabilen, enjektor sistemindeki lup’un
cevrilmesiyle numunenin kolona girmesini, mobil fazin akim hizi1 ve siiresini ayarlayan
bilgisayar sistemidir. Yine dedeksiyon sonucu kromatogramin olusturulmasini, eldeki diger
datalarla karsilastirllmasini ve sonuglarin print edilmesini de sistem ve data kontroliinii saglayan

bilgisayar yonetir.
3.3. Deneyin Yapihisi

CRP diizeyleri APTEC CRP Ultra Sensitive kiti kullamilarak turibidimetrik
immiinoassay metoduyla gerceklestirildi (KatalogNo: U2A013/U2A013).
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Serum neopterin Ol¢limii igin diiz tiiplere alinan kanlar 1giktan korumak amaciyla
aliminyum folyoya sarildi. Serumlar1 ayrilarak kahverengi ependorf tiiplere konup hemen
calisildi.  Analiz sonucunda Sekil 3.3. de goriilen standart grafik tablosundan sonuglar
belirlendi. Bunu sonuglari elde etmek icin HPLC cihazinda alan olarak elde ettigimiz sonuglar1
Excel Progaramina girip ve standart grafigimiz iizerinden elde ettigimiz sonuglar1 formiilize
ederek hesaplandi. Eger analiz hemen yapilmayacaksa —20 °C’de calisma saatine kadar
deepfreezde saklanmalidir. Calisma sirasinda serumdaki proteinleri deproteinize etmek icin
0,5ml serum iizerine 0,1ml 2 mol/l TCA ilave edilerek vortekslendi ve 10,000 devirde 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant NP 6l¢iimii i¢in kullamildi. Sekil 3.4, Sekil 3.5. ve Sekil 3.6. da

goriilmektedir.
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Sekil 3.3. Neopterin standart grafigi



Sekil 3.5. Kanlara TCA katilmasi
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Sekil 3.6. Kanlarin santrifiijlenip siipernatant elde edilmesi

3.4.isatistiki Analiz

NP konsantrasyonlarinin degerlendirilmesi i¢gin seri olarak hazirlanmig olan standartlar
ile yapilan calisma sonucunda pik alanlar1 hesaplandi. Cizilen kalibrasyon egrisi ve elde edilen
regresyon denklemi ile bilinmeyen Orneklere ait pik alanlardan ©rnek konsantrasyonlari
hesaplandi. Buradan ¢ikan sonuglar SPSS paket programinda hesaplanarak istatistiki sonuclar

olusturuldu.
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4. SONUCLAR

Neoptrin sonuglari CRP degerlerine gore gruplandirilarak (0-5, 5-9, 10-29, 30-59, 60
ve tizeri mg/l) incelenmistir. Tim 6rnek sonuglar1 degerlendirildiginde, CRP diizeyleri ile

neopterin diizeyi arasinda anlamli pozitif korrelasyon (p<0.012) tespit edildi.

Tablo 4.1.’de NP, alan ve CRP tanimlayic istatistikleri goriilmektedir. Tablo 4,1’dende
goriilecegi gibi alan minimum degeri 0,380 maksimum degeri 136,57, ortalama degeri 7,06 +
1,17 ciktigr goriilmektedir. Neopterin minimum degeri 0,021 maksimum degeri 637,91;
ortalama degeri 31,32 £+ 5,5 ciktig1 goriilmektedir. CRP istatistik sonuglar1 ise minimum 0,1;

maksimum 106,7; ortalama degeri 30,96 + 2,29 olarak bulundu.

Tablo 4.1. NP ve CRP diizeylerinin istatistiki sonuglari

Parametrelerimiz N Minimum | Maksimum | Ortalama | Standart | Standart
Sayisi Deger Deger Deger Sapma Hata
(SD) (SE)
ALAN 150 0,380 136,57 7,06 14,39 1,17
NEOPTERIN 150 0,021 63791 31,32 67,43 5,5
(ng/D
CRP (mg/l) 150 0,1 106,7 30,96 28,00 2,29

Tablo 4.2.’den goriildiigii gibi CRP 5’in altindaki grupta ortalama deger35,19 + 10,06
(n=30), 5-9 aras1 grupta ortalama deger 25,55 + 6,89 (n=27), 10-29 aras1 grupta ortalama deger
11,66 £ 21,99 (n=30), 30-59 aras1 grupta ortalama deger 48,32 + 21,33 (n=30), 60 ve iizeri
grubunda ortalama deger 34,96 + 10,83 (n=33) ve total olarak biitiin gruplarimizda ise 31,32 +
5,5 (n=150) olarak tespit edildi.



Tablo 4.2. CRP degerlerine gore olusturdugumuz gruplarimizda NP diizeyleri
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CRP Gruplan N Ortalama Standart Sapma Standart hata
(mg/1) Sayisi Deger (SD) (SE)
5’in altx 30 35,19 55,15 10,06
5-9 arasi 27 25,55 35,81 6,89
10-29 arasi 30 11,66 21,99 4,01
30-59 aras1 30 48,32 116,85 21,33
60 ve iizeri 33 34,96 62,21 10,83
Total 150 31,32 67,43 5,5

Tablo 4.3.”dende goriilecegi gibi CRP diizeyi 30—59 arasinda olan grubumuzda anlamli

pozitif bir korelasyon (p<0,012) tespit edildi.

Tablo 4.3. NP ve CRP diizeyleri arasindaki korelasyon

KORELASYON
ALAN | NEOPTERIN CRP
Korelasyon 1,000 1,000 0.205
Katsayisi
Alan Onemlilik Derecesi - - 0,012
N Sayisi 150 150 150
Korelasyon 1,000 1,000 0.205
Katsayisi
Neopterin | Onemlilik Derecesi - - 0,012
N Sayisi 150 150 150
Korelasyon 0.205 0.205 1,000
Katsayisi
CRP Onemlilik Derecesi 0,012 0,012 -
N Sayisi 150 150 150

Biitiin gruplarimiza ait NP ve CRP diizeyleri Sekil 4.1°de ve korelasyon calismamiza ait

serpistirme diyagrami ise Sekil 4.2°de goriilmektedir.
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Sekil 4.2. NP ve CRP arasinda yaptiginmz korelasyon degerlerimiz

Calisma sonuglar 1s181nda, neopterin diizeylerinin genelde CRP diizeyleri ile korrele

oldugu ama bu korelasyonun CRP deger gruplarma gore farkli oldugu ve her gruba

uygulanamayacagi anlasilmistir.
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5. TARTISMA

Neopterin, guanozin trifosfattan biopterinin denovo sentezinde rol alan ve insan monosit
makrofajlarinin interferon-y ile uyarilmasi sonucu salgilanan bir metabolittir. IFN-y, T
hiicrelerinin uyarilmasinin derecesine bagli olarak salgilanir. Bu nedenle biyolojik fonksiyonu
tam olarak bilinmemesine ragmen, neopterinin uyarilmis hiicresel immiin yanitin 6zgiil olmayan

bir biyokimyasal belirteci oldugu kabul edilmektedir [37].

Degisik kanser hastalarinin idrarlarinda NP artisinin  belirlenmesi immiinolojik
aktivasyon belirteci olarak NP’e ayr1 bir onem verilmesine neden olmustur. Serum NP
diizeyleri, enfeksiyonlar, cerrahi girisimler ve malign hastaliklarin yani sira IFN tedavisi
alanlarda da yiikselmektedir [37 ve 69]. NP son yillarda 6zellikle viral enfeksiyonlarin isaretgisi
olarak gosterilmektedir [41, 70, 71 ve 72]. Hiicre i¢i bakteriyal enfeksiyonlarda ve ciddi
bakteriyel enfeksiyonlarda da arttigi gozlenmistir [41, 73, 74 ve 75].

Giintimiizde pterinlerin 6zellikle NP ve biopterinlerin 6l¢ctimiinde HPLC (Yiiksek
Basin¢hi S1vi Kromatografisi) tekniklerinden yararlanilmaktadir. Cogunlukla elektrokimyasal
ve floresans deteksiyon yontemleri kullanilmaktadir. Degisik arastirmacilar tarafindan 6nerilen
metotlardaki bazi kiiciik farkliliklara ragmen giintimiizde tercih edilen en hassas ve pratik
yontem floresans yontemidir [32]. Bizde bir¢ok arastirmacinin da tercih ettigi gibi [35, 37, 41
ve 48] serum NP diizeyini HPLC ve floresan detektor yontemiyle tespit ettik.

NP diizeyleri ayrica ELISA (Enzim Linked Immiino Assay), [38, 41, 43 ve 46] ve RIA
(Radyoimmiinoassay) [44 ve 47] metotlar1 ile de tayin edilebilmektedir. ELISA teknigi
digerlerine gore kitlerinin ucuzlugu, uzun raf 6miirlii oluslar1 ve otomasyona uygun olmalarinin
yaninda, dezavantajlarinda ise deneylerinin sayica fazla ve uzun olmasindan dolayi tarafimizdan
tercih edilmemistir. Yine RIA tekniginide radyoaktif madde kullanildigindan ve radyasyon
riskinden dolay1 bir¢ok arastirmact gibi biz de ¢alismamizda tercih etmedik. Bunlara ilaveten
elektroforez, GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi), kolon ve kagit kromatografisi
ve TLC (Ince Tabaka Kromatografisi) cihazlarida kullanilabilir [23, 57 ve 76].

CRP diizeyi bakteriyal ve viral enfeksiyonlarin ayriminda ve tedavinin izlenmesinde
yillardir kullanilan bir parametredir. Ancak Ozgiilliigiiniin diisikk olmasi nedeniyle gereksiz
antibiyotik kullanimina neden olmaktadir. CRP tayini RID (Radyal immiinnodifiizyon), RIA,
nefelometri, HIA (Homogeneous Immiin Assay) ve immiinoturbidimetri metodlar1 ile

yapilmaktadir.  Yiiksek dogruluk, tekrarlanabilirlik, izotop ve 0Ozel cihaz gerektirmeyen,
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uygulamasi kolay ve hizli bir metod olmasindan dolay1 biz de immiinotiirbidimetrik yontemle

calismayi tercih ettik.

Bozkurt ve arkadaslarinin [37] AKS’li (Akut Koroner Sendrom) hastalar iizerinde
yaptiklar1 bir calismada CRP ve NP diizeylerini kontrol grubuna gore anlamli olarak artmis
oldugunu bulmuglardir. Serum NP diizeyinin CRP’ye gore daha spesifik oldugunu sonug olarak
aktive makrofajlardan salinan NP’nin akut koroner sendromlu olgularda aterosikloratik plak
inflamasyon gostergesi olarak kullanilabilecegi kanaatine varmiglardir. Gurfingel ve arkadaglari
[37 ve 58] ise yaptiklar1 calismada serum NP seviyesiyle koroner arter hastaliginin arasinda
anlamli bir iliskinin oldugunu gostermislerdir. Schumacher ve arkadaslart [37 ve 77] da akut
miyokart infarktiislii 21 hastada yaptiklar1 ¢alismada serum NP diizeyinin kontrol grubuna gore
anlamli derecede arttigim1 gostermiglerdir. Yine Garcia Moll ve arkadaglarinin [37 ve 78]
koroner arter hastalig1 olan 114 kadin {izerinde gerceklestirdigi calismada serum NP seviyesinin
anlaml derecede arttigin ileriye siirmiislerdir. Siherdon ve arkadaslarinin [41 ve 79] yetiskin
yogun bakim hastalarinda yaptiklar1 bir caligmada ise CRP ve NP diizeylerinin enfeksiyonlu
hastalarda arttigini, CRP’nin ise bu hastalarda enfeksiyonlarin izlenmesinde kullanilabilecegini

ileriye siirmiislerdir.

NP IFN-y ile aktive olmus makrofajlar tarafindan iiretilmekte olup, inflamasyonun

serum, BOS ve idrarda olup olamayacagini aragtiran ¢aligmalar da yapilmistir [48, 78 ve 80].

Son yillardaki bu gelismelerin sonucunda hem biopterin hem de NP’nin ol¢timii gesitli
klinik durumlarda degerlendirilmesinde kullanim alani bulmustur [48, 80, 81, 82 ve 83].
Hiicresel immiinitenin aktivasyonu, NP iiretimi ile yakindan iligkili oldugundan Behget
hastaliginda da immiin cevaplarda degisimlerin olusmasi NP konsantrasyonunu idrar ve
serumda artirmakta ve hastaligin seyrinin izlenmesinde bir belirtec olarak NP Olc¢iimiiniin
yapilabilecegini diisiindiirmektedir [48 ve 84]. Yine kronik hepatit hastalarinda da benzer
durum oldugu [48, 80 ve 84] belirtilmektedir. Biz de yapmis oldugumuz calismada neopterin
diizeyleri ile CRP diizeyleri arasinda anlamli pozitif bir korelasyon bulduk (p<0.012). Bu
korelasyonun degisik diizey CRP gruplarinda farkli oldugu ve en yiiksek neopterin diizeylerinin
oldugu CRP grubunun 30-59 mg/l olan grup oldugu gézlemlendi. En diisiik neopterin diizeyi
1020 mg/l CRP grubunda gozlemlendi. NP ve CRP diizeyleri her grupta anlamli bir
korelasyon gostermedi. Ancak sonuglarimiz CRP diizeylerine gore degerlendirildiginde anlamli

bir pozitif korelasyon tespit edildi.

Sonug olarak NP ve CRP diizeylerinin korrele oldugu ama bu korrelasyonun tiim

gruplarda degil de baz1 gruplarda daha belirgin oldugu anlasilmaktadir. CRP klinik seyir takibi
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yoniinden ¢ok daha fazla kullanilan bir markir oldugundan ve bircok patofizyolojik olayda
etkilendiginden enfeksiyon gostergesi olarak da NP ile birlikte kullanim1 hastaligin viral ya da

bakteriyel kaynakli olup olmadig1 konusunda daha net bilgi verebilir.

Iki analizin birlikte calistimast durumunda bircok hastalikta marker olabilecegi

kanaatine varildi.
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