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OZET

Deliveli, S., insan Kolostrum Siitiinde Neopterin ve Kiniirenin Diizeylerinin
Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Toksikoloji Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2021. Kolostrum insanlar, inekler
ve diger memelilerde meme siitli salinmadan 6nce Uretilen meme sivisidir. Cok
besleyicidir; bakteri ve enfeksiyonlara karsi antikorlari yiliksek miktarda igerir.
Kolostrum yenidogan ve bebeklerde blylimeyi uyarir, imminiteyi destekler ve saglikli
bagirsak gelisimi saglar. Neopterin, hiicresel immun yaniti gosteren konjuge olmayan
bir  pteridindir ve interferon gama (IFN-y) uyarilmasi ile insan
monosit/makrofajlarindan salinir. Biyolojik Orneklerde neopterin dizeylerinin
belirlenmesinin hiicresel immunitenin durumu hakkinda bilgi sagladigi bilinmektedir.
Hiicresel immiuniteyi yansitan diger bir gosterge, bulundugu dokuda triptofani
tiketerek kintrenin olusmasinda rol oynayan indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO)
enzimidir. Cesitli biyolojik 6rneklerde neopterin ve kanda kintirenin (Kin) diizeylerini
degerlendiren ¢ok sayida calisma olmasina ragmen insan sltiinde neredeyse
belirlenmemislerdir. Bu tez g¢alismasinin esas amaci, insan kolostrum orneklerinde
neopterin, triptofan (Trp) ve kinlrenin konsantrasyonlarini degerlendirmektir.
Orneklerdeki neopterin konsantrasyonu enzim immiino analiz kiti ile belirlenmistir.
Triptofan ve kindrenin dizeylerinin olglilmesi igin ylksek performansli sivi
kromatografisi yontemi kullaniimistir. Kolostrum ornekleri dogum Unitesinde yeni
dogum yapan 17 anneden alinarak analize kadar -20 °C’'de saklanmistir. Kolostrum
orneklerindeki belirlenen neopterin ve Kin/Trp orani, ¢cocukluk cagindakilere kiyasla

sirasiyla yaklasik 5 kat daha fazla oldugu bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Neopterin, kinlrenin, triptofan, biyogosterge, kolostrum, insan

sutu
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ABSTRACT

Deliveli, S., Examining the amounts of neopterin and kynurenine in human
colostrum milk, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences,
Pharmaceutical Toxicology Program, Master Thesis, Ankara, 2021. Colostrum is a
breast fluid produced by humans, cows, and other mammals before breast milk is
released. It’s very nutritious and contains high levels of antibodies, which are proteins
that fight infections and bacteria. Colostrum promotes growth and immunity
improves gut health in infants and newborn animals. Neopterin, a non-conjugated
pteridine derivative, is a sensitive biomarker of cellular immune response, and it is
released from human monocyte/macrophages by the stimulation of interferon
gamma (IFN-g). It is known that detection of neopterin levels in biological samples
provides information about the cellular immune condition. Another biomarker which
reflects cellular immunity is the enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase, which plays a
role in the formation of kynurenine (Kyn) by consuming tryptophan (Trp) in the
tissues. Although there are a number of studies examining the neopterin, tryptophan
and kynurenine levels in various biological samples, they are hardly ever detected in
human milk. The main aim of the thesis study was to detect neopterin concentrations
and the ratio of kynurenine to tryptophan in human colostrum milk samples.
Neopterin levels of the milk samples were determined by an enzyme immunoassay
while kynurenine and tryptophan levels were analyzed by high performance liquid
chromatography method. Milk samples were collected in the first breasting time as
colostrum samples (n=17) and stored at -20°C until analysis. It has been detected that

the mean neopterin concentrations and Kyn/Trp ratios in colostrum samples were 4-5 times

higher than the childhood serum levels, respectively.

Keywords: neopterin, kynurenine, tryptophan, biomarker, colostrum, human milk
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1. GIRiS
Kolostrum insanlar, inekler ve diger memelilerce meme siti salinmadan dnce
Uretilen memede Uretilen biyolojik bir sividir. Kolostrum ¢ok besleyicidir; bakteri ve
enfeksiyonlara karsi proteinik yapilar olan antikorlari yiksek miktarlarda icerir (1, 2);
yenidogan ve bebeklerde biylime ve gelismeyi uyarir, immin sistemi saglar ve
destekler ve saglikli gastrointestinal sistem olusumunu ve 6zellikle bagirsak gelisimini

saglar (3, 4).

Neopterin, insanlarda hiicresel immin yaniti gésteren konjuge olmayan bir
pteridindir ve interferon-gama (IFN-y) uyarilmasi ile monosit ve makrofajlardan
salinir. Cesitli patolojiler, akut veya kronik hastaliklar ve fiziksel degisiklikler gibi stres
uyaranlarinin degerlendirilmesinde biyogosterge olarak, kan veya idrar gibi biyolojik
sivilarda neopterin dizeylerinin belirlenmesi, T hicre aracili immunitenin durumu
hakkinda bilgi saglamaktadir (5, 6, 7). Hiicresel immuniteyi yansitan diger bir
gosterge, bulundugu dokuda triptofani tiketerek kinlirenin (Kin) olusmasinda rol
oynayan indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) enzimindeki olasi degisimdir (8, 9). IDO
farklilasmasi, metabolit kinlrenin konstrasyonunun, triptofan (Trp) dizeyine
oranlanmasi (Kin/Trp) ile ifade edilmektedir. Cesitli biyolojik 6rneklerde neopterin ve
kinlirenin dizeylerini degerlendiren cok sayida calisma olmasina ragmen (10), insan
sitiinde neopterin ve IDO degerlendirmesini birlikte arastiran bir calisma

bulunmamaktadir.

Sunulan bu vyiksek lisans tez calismasinda, insan ilk sut orneklerinde
neopterin, triptofan ve kinlrenin konsantrasyonlarini belirlenmesi ve insan
kolostrum siit drneklerindeki diizeyler ile serum konsantrasyonlari kiyaslanmasinin
yaptlmasi amaclanmistir. Sit orneklerdeki neopterin konsantrasyonu enzim bagli
immidnosorbent analizi (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) ile
belirlenmistir. Triptofan ve kintirenin diizeylerinin 6lciimi ise yiksek performansli sivi
kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) ybntemi ile

yapilmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Pteridinler

Pteridinler ilk olarak 1891’de Hopkins tarafindan Lepidoptera kanatlarindan
sari renkli pigment olarak izole edilmistir. 1895’te Kdhling, pteridin tlrevlerini
sentezlemis, ancak sentezlenen bu maddeler ile Hopkins tarafindan izole edilen
kelebek pigmentleri arasindaki iliski gdsterilememistir (11-17). izole edilen bu
pigmentlerin kimyasal yapilari, 1940 yilinda Purrman tarafindan li¢c bocek pigmentinin
(ksantopterin, izoksanthopterin ve |okoteperin) bisiklik azotlu halka sistemine sahip
pirazino-(2,3-d) pirimidin icerdigini gostermesiyle aydinlatilmistir (12, 15). 1941
yilinda Sekil 2.1’de gosterilen bu pteridin halka sistemine Wieland ve Schopf
tarafindan Yunanca kanat anlamina gelen pteron koékenli pteridin adi verilmistir (11,

12).

Pteridin Pterin

Sekil 2.1. Pteridin ve pterinin kimyasal yapisi.

Pteridin adi, pirazin halkasina kaynasmis pirimidin halkasindan olusan yapi
Uzerinde cesitli slbstitlientler iceren heterosiklik aromatik bilesige karsilik gelir.
Pteridinler, ana bilesik 2-amino-4-oksodihidropteridin tlirevleri oldugunda pterinler;
2,4-dioksotetrahidropteridin tirevleri oldugunda lumazinler olarak adlandirilr (12,
18). Pteridinler konjuge ve konjuge olmayan pteridinler olmak Gzere iki gruba ayrilir;
konjuge pteridinler, pterin halkasina bagh 6. konumda p-aminobenzoilglutamik asit
iceren folik asit tirevleridir; digerlerinin timi konjuge olmayan pteridinlerdir (17,

19). Tablo 2.1’de pteridinler ve kimyasal yapilari gosterilmistir.



Tablo 2.1. Pteridinlerin kimyasal olarak siniflandirilmasi.

Bilesik
IIIN/ \
R1 RZ
Pterin H H
Neopterin -CHOH-CHOH-CH30H H
(6-D-eritro)
7-neopterin H -CHOH-CHOH-CH,0OH
(7-D-eritro)
Biopterin CHOH-CHOH-CHs H
(6-L-eritro)
7-biopterin H -CHOH-CHOH-CHj3
(7-L-eritro)
6-metilpterin -CH; H
6-hidroksimetilpterin -CH,OH H
6,7-dimetilpterin -CHs -CH3
Pterin-6-karboksilat -COOr H
Pterin-7-karboksilat H -COOr
6-formilpterin -CH=0 H
Monapterin -CHOH-CHOH-CH,0OH H
(6-L-treo)
L)
N R
Bilegik H‘[ \ \‘/
C CH
HzN/ \N H/ !
R

7,8-dihidrobiopterin

-CHOH-CHOH-CH3 (6-L-eritro)

7,8-dihidroneopterin

-CHOH-CHOH-CH,OH (6-D-eritro)

Sepiapterin -CO-CHOH-CHs
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Tetrahidrobiopterinin (BH4), aromatik hidroksilazlarin kofaktéri oldugunun
anlasiimasi (20), BHs  metabolizmasindaki konjenitinal bozukluklarin
hiperfenilalaninemiye yol agabileceginin saptanmasi ve malign enfeksiyon hastalig
olan bireylerde, idrardaki pterinlerin miktarlarinda (6zelikle neopterin) degisikligin
bulunmasi (13), bu bilesiklere karsi ilgiyi artirmistir. Pterinler bakteri, mavi yesil alg ve
tripanosomlardan memelilere kadar tim canli organizmalarda bulunur ve
antimikrobiyal, antialerjik, immdiinostpresif, antiinflamatuar, antibakteriyel ve
antikanser gibi cesitli biyolojik aktiviteleri nedeniyle uzun vyillardir arastirilan
bilesiklerdir (21). Ayni zamanda enzimatik reaksiyonlarda kofaktor gorevi gibi
hiicrelerin metabolizmasinda anahtar pozisyonlari oldugu gorilmektedir (17, 22, 23).
Biyolojik sivilardaki pteridin tlirevlerinin normal miktarlarindaki degisiklikler, doku ve
organ nakillerinde red ataklari, viral enfeksiyonlar, otoimmin veya inflamatuar
hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklar, bu hastaliklarin evreleri ve prognozu hakkinda bilgi

vermektedir (17, 24-27).

Sentez yoluyla elde edilen pteridinin ¢ézinurligu ylksektir ve 139,5°C'de
disiik erime Ozelligine sahiptir. Ancak, dogal olarak olusan pteridinler tim
¢Ozliclilerde ¢ok dislik ¢ozlintrlige sahiptir ve 350°C'de bile erimez. Hidroksil grubu
glcli bir hidrojen baglama grubudur, suda ¢o6zUndrlGgl arttirnir; bu ylzden
monohidroksipteridinlerden tetrahidroksipteridinlere dogru ¢ozinirlik artar (11,
12). Pteridinler metal iyonlari ile selat ve civa, glimus tuzlari ile ¢dkelti olusturma gibi
Ozelliklere sahiptir. Ultraviyole (UV) i1si8a maruz birakildiginda giiclii mavi ile kirmizi
floresan gosterirler. Bu oOzellikleri, eser miktarda pteridin iceren kaynaklardan

saflastirilmalarini saglar (12).

2.2. Neopterin
2.2.1. Neopterinin Ozellikleri

Neopterin, diisik molekil agirliga sahip, stabil ve konjuge olmayan pteridin
tirevidir (24). ilk olarak 1963 yilinda ari larvalarindan, isci arilardan ve ari siitiinden
(15, 28), 1967 yilinda ise Sakurai ve Goto tarafindan insan idrarindan izole edilmistir

(15, 16). Pterin halkasina sahip, izole edilen bu bilesik pteridin arastirmalarinda yeni



bir cag baslayabilecegini belirtmek icin Yunanca yeni anlamina gelen “neo” kokenli

"neopterin" olarak adlandiriimistir (15).

Neopterin ve hidrojenlenmis formlari 1siga duyarlidir. Bu nedenle pteridin
iceren oOrneklerle yapilan tim g¢alismalarda dogrudan gilines Isi§ina maruz
birakilmamalidir ve miimkdinse los isikta veya karanlikta 6lgiimler gergeklestirilmelidir
(14). Neopterin iceren serum veya plazma 6rnekleri, oda sicakliginda 3 glin boyunca
stabildir; buzdolabinda 2-8°C'de 1 hafta veya -20°C'de 6 aya kadar dondurularak
saklanabilir. Dondurularak depolanan ornekler, ¢6ziilme isleminden sonra tekrar

dondurulursa, neopterin miktarinda azalma gorulir (15, 27).

Neopterinin vicut sivilarinda biyolojik ve kimyasal olarak kararli olmasi,
laboratuvar tanisinda rutin él¢iimler igin kolaylik saglar (27). Dihidro ve tetrahidro
formlari reaktif oldugu icin laboratuvar tanisinda rutin belirleme igin uygun degildir.
Bu formlar ayni zamanda i1siga duyarldir ve oksidatif bozunmalara maruz kalir (18,
29). Toplam pteridin igerigini belirlemek i¢in bu maddelerin 6nce neopterine
oksitlenmesi gerekir (14, 26, 30). Okside neopterin yiksek performansli sivi
kromatografisi veya radyoimmiinoanaliz (RIA) ile 6lgllebilir (15, 20). Neopterin ve
hidrojenize formlari olan dihidroneopterin ve tetrahidroneopterin biyolojik sivilarda
yaklasik olarak sabit oranlarda bulunur; ancak, stabilite nedeniyle genellikle tamamen

oksitlenmis ve dogrudan o6lcilebilir neopterin formu tespit edilir (14).

2.2.2. Neopterinin Biyosentezi ve Fizyolojik Fonksiyonlari

Neopterin, aktive edilmis monositler, makrofajlar (15, 31, 32) dendritik
hiicreler, endotelyal hiicreler yoluyla daha az miktarda da bobrek epitel hiicreleri,
fibroblastlar ve vaskiler diiz kas hicrelerinde bulunmaktadir. Tetrahidrobiyopterin
biyosentezi sirasinda (26), guanozin trifosfattan (GTP) GTP siklohidrolaz | (GTP-CH)
aracihgiyla in vivo olarak sentezlenir (13, 14, 24, 25, 33, 34). Neopterin saliniminin
nedeni belirsizdir. GTP siklohidrolaz eksikligi olan hastalarda immin yetmezligi

belirtisi gorilmez, bu da neopterinin bagisiklik sirecinde dogrudan aktif bir rol



oynamadigini géstermektedir (13, 35). Tablo 2.2’de neopterinin dnemli fizyolojik

sureclerdeki rolleri gosterilmistir.

Tablo 2.2. Neopterinin 6nemli fizyolojik streglerdeki rolleri.

e Hiicre ici patojenik mikroorganizmalar tarafindan folat sentezinin endojen
inhibitéradar.

* Insan monositlerinde hiicre igi kalsiyum seviyesini etkiler.

e Uzun dalga ultraviyole 1sigina (UV-A) bagli sitotoksisiteye karsi glict arttirir.

e Uyarilabilir nitrik oksit sentetaz (iINOS) gen ekspresyonunu uyarir.

® GUglU bir zincir kirici antioksidandir.

e Linoleatin 2,2'-azobis(2-aminopropan) dihidrokloriir (AAPH) aracih
oksidasyonunu inhibe eder.
e Distk yogunluklu lipoprotein oksidasyonunun gecikme siiresini arttirir.

e Nitrik oksitin aracilik etmedigi apoptoz indiiklenmesinden sorumludur.
e HIV-1 gen ekspresyonunun uyarilmasini saglar.

e Redoks duyarli transkripsiyon faktorlerini aktive eder.

e Serbest oksijen radikallerinin aracilik ettigi stireglerde rol oynar.

e Makrofaj aracili efektér mekanizmanin moddilasyonunda etkilidir.

e pH degerine ve oksidasyon durumuna bagli olarak sitotoksisiteyi arttirir ve
azaltir.
e pH 7.5'te hidrojen peroksit ve kloramin-T aktivitesini arttirir.

Viicut sivilarindaki (idrar, kan, beyin omurilik veya sinovyal sivi gibi), neopterin
konsantrasyonlarinin in vivo olcimunin hiicresel bagisiklik sistemi homeostazinda
degisikligin oldugu hastaliklarin izlenmesi icin yararh oldugu kanitlanmistir (27, 36).
Kanser, viral ve bakteriyel enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar, hiperfenilalaninemi,
gebelik gibi durumlarda serum, idrar ve beyin omurilik sivisinda dihidro ve tamamen
oksitlenmis neopterin konsantrasyonunda artis oldugu bildirilmistir (13-15, 24, 37,
38). Bu fizyolojik degisikliklerde bagisiklik sistemi, patogenezde yer alir veya bu
sirecten etkilenir. Neopterin diizeylerinin 6l¢lilmesi immin sistem Gzerinde tek bir
sitokinin etkisini yansitmaz; immin sistem ve etkilesimlerinin monosit/makrofajlara

olan etkisinin belirlenmesine olanak saglar (27).

Guanozin trifosfatin neopterine dénlisimind kontrol eden GTP-CH enzimi

hem prokaryotlarda hem de dkaryotlarda bulunur. Guanozin trifosfat siklohidrolaz



enziminin her aktif bolgesi bir cinko atomu igerir. Pterin biyosentezinde hiz sinirlayici
enzimdir ve reglilasyonu transkripsiyonel ve post-translasyonel mekanizmalar ile
saglanmaktadir. E. coli ve insandaki GTP siklohidrolaz enziminin katalizér bolgeleri,
amino asit dizilisi olarak %37 6zdestir; bu durum pterinlerin diinya tGzerinde ¢ok uzun

zamandir oldugunu kanitlamaktadir (17).

Pterin halka sistemindeki karbonlardan ikisi hari¢ digerleri guaninin pirin
halka sisteminden gelmektedir. Pirazin halkasi igin kalan iki karbon ve eritroz yan
zincirin karbonlari GTP'nin riboz kismi tarafindan saglanmaktadir; guanin halkasindan
bir karbon format olarak salinir. Pterin Grlinl dihidroneopterin trifosfattir.
Okaryotlarda dihidroneopterin trifosfat, dihidrobiyopterine dénisiir; ancak,
dihidrobiyopterin ¢ogu bakteride olusmaz (17). Sekil 2.2’de I6kositlerdeki neopterin

biyosentezi sematize edilmistir.

intraseliiler Ekstraseliiler
(Beyaz Kan Hiicreleri) (Makrofajlar)
GTP

(Guanozin trifosfat)

GTP siklohidrolaz 1

7.8-
i . 7,8- .
dihid t ’ ——
m trrti)fr:)es?; ern dihidroneopterin NEOPTERIN

6-
pirtiviltetrahidropterin
sentaz

6-
pirtviltetrahidropte
rin

Sepiapterin
rediktaz

5,6,7,8-
tetrahidrobiopterin

Sekil 2.2. Lokositlerde neopterin biyosentezi (15).



T-lenfositler yabanci veya modifiye edilmis hiicre yapilariyla karsilastiginda,
interferon-y gibi lenfokinler (iretmeye baslarlar. Olusturulan IFN, neopterin Uretimi
ve salimi igin insan monositlerini/makrofajlarini uyarir (39). Makrofajlar, T-
hlcresinden Uretilen interferonlar ile uyarildiginda GTP-CH'nin aktivitesini dogrudan

arttirmaktadir.

insan  monositleri/makrofajlari,  dihidroneopterin  trifosfati  6-piruvil
tetrahidropterine donistiren, 6-piruvil tetrahidropterin sentetaz enziminden
yoksundur. Monositler ve makrofajlar, BHs sentezlemek yerine fosfatazlar ile
hidrolizden sonra dihidroneopterin veya neopterin olarak atilan dihidroneopterin
trifosfati biriktirir. Bu mekanizmalar temelinde, inflamatuar hastalik sirasinda artan
neopterin biyosentezinin dncelikle interferon aktif monositler/makrofajlar araciligiyla
oldugunu kanitlamaktadir (14, 15, 40). Birbirinden bagimsiz olarak neopterin
biyosentezini gliclendiren (¢ uyaran tanimlanmistir. Bunlar IFN- a, IFN-y ve
endotoksindir (41). Esas olarak IFN-y (27, 29, 42) tarafindan indiklenen neopterin
Uretimi; tGmor nekroze edici faktor alfa (TNF-a) ve endotoksinler tarafindan
kostimile edilir (27, 35, 41). Diger hiicre tipleri, ¢esitli uyaranlari takiben o6lgulebilir
miktarda neopterin Uretmez (15). IFN-y ile stimilasyon Ulizerine makrofajlardan
sadece neopterinler salinir (30). imminostimilatér tedavisi géren hastalarda IFN-y
saliniminin uyarilmasi neopterin seviyelerini arttirir (36). immiinsiipresif tedavide de

neopterin seviyeleri azalir (14).

7,8-dihidroneopterinin yliksek konsantrasyonlarinin oksidan-antioksidan
dengede aktif rol oynayarak (43, 44) insan hicrelerinin apoptozuna yol acabilecegi,
(45, 46), HIV-1 gen ekspresyonunu uyardigi; neopterinin insan monositlerindeki hiicre
ici kalsiyum seviyesini degistirdigi, vaskiler diiz kas hicrelerinde in vitro olarak
indiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS) gen ekspresyonunu uyardigi bildirilmistir

(15).



2.2.3. Saglikh Bireylerde Neopterin Konsantrasyonlari

Neopterinin eliminasyonu renal sistemle saglanir ve idrarda kan
konsantrasyonuna gore daha fazla bulunur (27); plazma veya serumdaki neopterin
konsantrasyonlari idrardan ¢ok daha duslktir (47, 48). Bununla beraber, serum veya
idrardaki neopterin dizeyleri azalma veya artma durumlarinda paralellik gosterir
(27). Bobrek fonksiyon bozuklugu olmadigl takdirde, serum neopterin
konsantrasyonlarindaki degisiklikler idrar dizeylerine de yansir (15, 49). Renal
bozukluklar ve imminolojik reaksiyonlara bagli olarak artan neopterin Uretimi
arasinda ayrim yapmak icin neopterinin idrar kreatinine oranlanarak hesaplanmasi
yararhdir (50, 51). Saghkl kisilerdeki idrar neopterin konsantrasyonlarinin normal
degerleri ve Ust tolerans sinirlari, esas olarak idrar kreatinin konsantrasyonlarinin
degiskenligine bagh olarak yas ve cinsiyete gore de degisir (27). Saglikli bireylerde
yapilan g¢alismalar, kreatinin icerigine bagh olarak pterinlerin Griner atiliminin 24
saatlik bir slire boyunca sabit oldugunu ve on ginlik bir stire boyunca ginlik olarak
atilan toplam pterin konsantrasyonlarinda ¢ok az degisiklik oldugunu gostermistir

(52).

Tablo 2.3’te serum ve idrar neopterin icin referans degerler gosterilmistir.
Serumdaki neopterin konsantrasyonlari nmol/L olarak ifade edilir (14). Azalmis renal
atilim, artmis neopterin olusumuna ek olarak kanda neopterin birikmesine neden olur
ve Uremi hastalarinda serum veya plazmada >200 nmol/L gibi yiksek neopterin
degerleri oOlcllebilir (50, 51). Saghkli, gebe kadinlarda neopterin artisi ve triptofan
azalmasi ile birlikte, kintirenin artisi ve triptofan azalmasi arasinda anlamli bir iligki
vardir (46). Kordon kanindaki miktar, ¢ocuklarin kanindan 6nemli 6lglide daha
yuksektir (53). Anne sitlinde ortalama neopterin konsantrasyonu 5,2 + 2,5
nmol/L'dir. Saglikli bireylerde serum neopterinin Ust siniri olarak 15 nmol/L (14)
olarak verilse de (Tablo 2.3), normal degerler ve Ust tolerans sinirlari yasa baghdir. 18-
75 yas araliginda yapilan bir arastirmada, serum neopterin konsantrasyonlarinin yasa

baglh olarak anlamli bir degisiklik gostermedigi bildirilmistir; ancak <18 yas cocuklar
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ile >75 yas yetiskinlerde, ara yas grubuna (18-75 yil) gére anlamli yiiksek neopterin

konsantrasyonu gozlenmistir (15).

Tablo 2.3. Serum ve idrar neopterin icin referans degerler (14).

Yas (Yil) | Serum Neopterin Uriner Neopterin
(nmol/L) (umol/mol kreatinin)
0-15 50 - 250
1-18 3,5-13,5 40 - 310
19-75 2,6-8,7 55-220
>75 3,7-19 70-230

Beyin omurilik sivisindaki neopterin  konsantrasyonlari serum veya
plazmadakinden biraz daha dusliktir (20, 27). Yetiskinlerde, 6zellikle yashlarda, idrar
neopterin atiliminin yasla birlikte arttigi bildirilmistir (53). Yas yetiskinlige yaklastik¢a
bagisikhk sistemi olgunlasmasini tamamlar ve sonug olarak neopterin, biyopterin ve

kin/trp azalir (24).

2.2.4. Viicut Sivilarinda Neopterin Olgiim Yontemleri

Bagisiklik sisteminin aktivitesini degerlendirmek igin neopterin miktarinin
belirlenmesi, IFN-y’nin dogrudan o6l¢imu ile karsilastirildiginda cesitli Gstunlikler
saglar. Aslinda IFN-y hizla bozunur, ¢ozlinir veya hiicreye bagli reseptorlere
baglanabilir; boylece gercek biyolojik etkili konsantrasyon ile elde edilen serbest
Olgulebilir konsantrasyon farklilik gosterir. IFN-y periferik dokularda Uretilir; ancak,
nadiren ve eser miktarlarda kan dolasimina girmektedir. Buna karsilik neopterin,
kiicik molekiler vyapisi, kimyasal stabilitesi ve reseptorlere baglanmamasi
nedenleriyle dolasimina kolaylikla gecer ve viicut sivilarinda kolayca saptanabilir (13,

14, 54, 55).

Neopterinin 1960'lardaki ilk analizi, anyon degisim kromatografisi ve ardindan
kagit kromatografisi ile yapilmistir. Bu yontemlerde fazla miktarda 6rnege gereksinim

duyulmaktadir ve analiz esnasinda kayiplar meydana gelebilir; bu nedenle her iki
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yontemin de kullanilabilirligini ve etkinligini sinirlamaktadir (52). Giinimuzde, viicut
sivilarinda neopterin tespiti ve miktar tayini, yliksek basing ve floresan dedektori
kullanilarak ters faz ylksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile yapilmaktadir
(16, 25). Biyolojik sivilarda neopterin analizi i¢in en yaygin kullanilan yontemler
(HPLC), radyoimminoanaliz (RIA) ve imminoradyometrik test (IRMA) gibi
radyoimmdinolojik yontemlerdir (14). HPLC ile serumda neopterin analizi, protein
varligl ve idrara gore yaklasik 200 kat daha disik neopterin konsantrasyonu
nedeniyle daha zordur (15). immiinolojik yéntemlerde kullanima hazir ticari kitler
gerekmektedir ve bu kitlerin uygulamasi hizli ve kolaydir. Bu yontemler genellikle
ornek sayisi fazla oldugunda ve kan gibi protein icerigi yiksek orneklerde tercih
edilmektedir. Bu kitlerde kullanilan baglayici antikorlar neopterin igin ylksek
spesifisiteye sahiptir ve hidrojenlenmis neopterin formlari ile capraz reaktivite
gostermez (14). Ancak her pterin icin antikorlarin hazirlanmasi ve toplam pterin
iceriginin belirlenmesi, indirgenmis formlarin oksidasyonunu gerektirmesi bu yéntem

icin bir kisitlayicidir (52).

Tek bir pteridin tiirevinin analizi igin genellikle ELISA yontemi kullaniimaktadir
(26). ELISA testi, kompetitif enzim imminolojik testidir. Kaplanmis kuyuculardaki
mikrotitre tabakalar ile serumdaki neopterinin kantitatif analizi yapilmaktadir (15).
Cowperthwaite ve arkadaslari tripanosomatid bocek paraziti Crithidia fasciculata'nin
konjuge edilmemis bir pteridin icin besinsel bir gereksinimi oldugunu géstermislerdir.
Bu pteridin daha sonra Patterson ve arkadaglari tarafindan biyopterin olarak
isimlendirilmistir. Crithidia fasciculata ile yapilan mikrobiyal analiz konjuge olmayan
pteridinlerin belirlenmesinde kullaniimaktadir. Ayni zamanda L-eritro pterinler D-
eritro izomerlerinden ¢ok daha disik konsantrasyonlarda bliylmeyi
hizlandirdigindan, pterinlerin D- ve L- konfiglirasyonlarinin kolaylikla ayrilmasina

olanak saglamaktadir (52).
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2.2.5. Gesitli Hastaliklarda Neopterin Konsantrasyonlari

Tablo 2.4’te neopterin degisikliklerinin degerlendirildigi hastaliklara 6rnekler

verilmigtir.

Tablo 2.4. Neopterin konsantrasyonlarinin yikseldigi hastaliklara 6érnekler (14).

Pterin Romatizmal
metabolizmasi atipik eklem iltihab:
fenilketondiri Crohn
kusurlari _ i hastaligi
Otoimmin
hastaliklar Ulseratif kolit
- Tiroidit
4 Viral
enfeksiyonlar
' (6rn. HIV, CMV) Sarkoidoz
Yiksek Neopterin . Artmig endojen. '
. oy interferonlarin eslik
Seviyeleri ile lligkili ettigi inflamatuar
Hucre igi
Hastaliklar hastaliklar . (;"
patojenler (6rn.
protozoa, bakteri)

Losemi

Malign hastaliklar
Solid tiimorler

Pterin biyosentez yolaginin farkli basamaklarinda goriilen, genetik pterin
metabolizmasi  bozukluklari olan bireylerde nérolojik hastaliklar, biyojenik
aminonorotransmitter eksikligi ve hiperfenilalaninemi goriilmektedir (56). Dogustan
gelen guanozin trifosfat siklohidrolaz-1 (GTP-CH-1), 6-piruviltetrahidropterin sentaz
ve dihidropteridin rediiktaz eksikligi olan hastalarda metabolik blok nedeniyle,
ornegin neopterin veya biyopterin gibi pterin metabolitleri birikir ve idrarla atilir. GTP
siklohidrolaz-1 eksikligi olan hastalarda hi¢c pterin sentezlenmez. Bu hastalarda
neopterin ve biyopterin yaninda, dopamin ve serotonin eksikligi de gortlmektedir
(34, 56). 6-piruvil tetrahidropterin sentaz eksikligi olan hastalarda neopterin;

dihidropteridin rediktaz eksikligi olan hastalarda ise biyopterin birikir (14). Bununla



13

birlikte, bu hasta gruplarinda immuinolojik testlerde anormallik goriilmez (57). Hem
insan hem de fare bagisikhk hicrelerinde, GTP siklohidrolaz-1, stimilasyona duyarli
tek pterin sentezleyen enzimdir ve bu nedenle ylksek pterin seviyelerinden

sorumludur (58).

Enfeksiyonlar, otoimmin hastaliklar ve hiicre/doku nakilleri sonrasi red
olaylarinda yiikselmis neopterin dizeyleri ve 6lgllebilir diizeyde degismis interferon
konsantrasyonlari belirlenmektedir. Hiicre aracili bagisiklik sisteminin aktive oldugu
jinekolojik malignitelerde, ¢ocukluk c¢agi kanserinde, miyelom, Hodgkins disi ve
Hodgkins lenfoma, kronik lenfatik [6semi ve kronik miyelositik l6semi dabhil
hematolojik malignelerde (14) ve malign olmayan durumlari olan hastalarda serum,
beyin omurilik sivisi (BOS) ve idrar neopterin ve dihidroneopterin konsantrasyonlari
ylksektir (59). Bununla birlikte neopterin konsantrasyonlarinin ¢ogu patolojide
artmasi nedeniyle, neopterin olcimiiniin “kesin ve 6zgln” bir tani araci olarak

kullanimini sinirlamaktadir (13).

GUniumizde, HIV enfeksiyonunun prognozunun takibi icin neopterin kabul
goren ve kullanilan bir parametredir (60, 61). Enfeksiyonun asemptomatik oldugu
sirecte de artmis neopterin dizeyleri saptanmaktadir (25). Hastaligin ilerlemesi ile
neopterin  konsantrasyonlari gittikce artar ve HIV seropozitif hastalarda
monosit/makrafaj akvitasyonuna bagli olarak serum neopterin dizeyleri ve idrarla
neopterin atilimi yikselir (14, 15, 27, 62-65). HIV enfeksiyonunun akut evresindeki
neopterin dizeyleri, diger virlis enfeksiyonlarinin serokonversiyon éncesi donemdeki
miktarlariyla yakindir (27); ancak, serokonversiyon sonrasi diger enfeksiyonlarin
aksine neopterin diizeyleri, HIV ile enfekte bireylerin yaklasik %80'inde tedavi ile
birlikte diser, ancak tamamen normal degerlere gerilemez (27, 62, 66). HIV
enfeksiyonu olan hastalarda BOS neopterin konsantrasyonlari ile noropsikiyatrik
semptomlarin gelisimi arasinda kuvvetli bir iliski oldugu gosterilmistir. HIV ile iliskili
demans ve intratekal neopterin olusumu gicli iliskilidir; bu durumda BOS'ta
neopterin diizeyleri, serumdakinden anlamli derecede yiksek degerlere ulasir (67-

70).
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Sitomegaloviriis (CMV) hastalarinda virlis replikasyonunun sitokin aracih
olmasi nedeniyle, IFN-y Uretimine bagli olarak, klinik seyir ile iligkili olarak artan serum

neopterin dizeyleri eslik etmektedir (14).

Mycobacterium tuberculosis, mycobacterium leprae, plasmodium falciparum
ve plasmodium vivax gibi hiicre ici patojenlerle olusan enfeksiyonlara, konakgl
hlcrenin IFN-y aktivasyonuna neden oldugu icin bu enfeksiyonlar sirasinda yliksek
neopterin konsantrasyonlari gézlenmistir (14, 71). Neopterin biyosentezinde en fazla
artis septik sok sendromlu hastalarda gorilmektedir (14). Sepsis, elektif cerrahi ve
siddetli travma sirasinda veya sonrasinda kan mononiikleer hiicrelerinden plazmaya
neopterin salinmasi sonucu artan neopterin seviyeleri endotel hasari ve septik
komplikasyon riski ile iliskilendirilmistir. Gram negatif sepsisten septik soka ilerleyen
hastalarda neopterin dizeylerinin arttigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda sepsis
sirasinda neopterin seviyelerinde gozlenen bu artis, septik komplikasyonlu hastalarin
klinik degerlendiriimesinde neopterin seviyelerinin tanisal ve prognoz acisindan

onemli oldugunu desteklemektedir. (35)

Baydar ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, hastalarin Griner
neopterin diizeylerinin de septik komplikasyonlarin ciddiyeti ile 6nemli 6lctide iliskili
oldugunu gostermistir. Ayni zamanda neopterin seviyelerindeki artisa paralel olarak,
yogun bakim hastalarinda kontrollere kiyasla triptofan yikiminin daha yiiksek oldugu

ve IDO aktivitesinin de sepsis sirasinda arttigi saptanmistir (72).

Malignitelerde gozlenen artmis neopterin biyosentezinin etiyolojisi hala tam
olarak anlasilamamistir. insan malign hiicrelerinin in vivo olarak kendiliginden veya
stimilasyon (zerine ne kadar neopterin sentezledigi bilinmemektedir (14, 73).
Neopterin salimi timor hicreleri tarafindan degil bagisiklik sistemi hicreleri
tarafindan oldugu icin, genel anlamda bir tlimor belirteci degildir; ancak, prognozu
degerlendirmede ve tedavinin izlenmesinde neopterin diizeylerinin izlemi dnemlidir
(74, 75). Malign hiicreler tarafindan T hiicrelerinin aktivasyonunun indiklenmesi,

sitokinlerin olusumuna ve neopterin Uretimi icin makrofajlar/monositlerin
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aktivasyonuna yol acar (75). Malign hastaliklar sirasinda viicut sivilarindaki neopterin
konsantrasyonlari, altta yatan neoplastik hastaligin kapsami ve siddeti ile iliskili
oldugu icin (74) artan neopterin seviyeleri, daha ileri tani 6nlemlerine ihtiyag

duyuldugunu gosterir (27).

Artmis neopterin biyosentezi, Crohn hastaligi (76), Ulseratif kolit (77),
romatoit artrit, ¢olyak hastaligi (78), akut sistemik lupus eritematozus (SLE) ve
sarkoidoz (79) gibi potansiyel otoimmiin patogenezi olan hastaliklarda gosterilmistir.
Otoimmiin hastaliklarda, neopterin dizeyleri hastaligin akut fazinda en yiksektir ve

hastaligin siddetini hassas ve uygun bir sekilde yansitir (14).

Romatoid artritli hastalarda ortalama neopterin degerleri, osteoartritli
hastalardan daha yliksektir; bu nedenle neopterin tespiti bu vakalarda ayirici taniyi
destekleyebilir. Romatoid artriti olan hastalarin sinoviyal sivisindaki neopterin
konsantrasyonlari serumdakinden daha yiliksektir. Romatoit artrit hastalarinda
neopterin dizeyleri ilk olarak sinoviyal sivida, daha sonra serumda ve son olarak
idrarda artmaktadir; bu nedenle sinoviyal sivida neopterin konsantrasyonlari,
hastaligin  aktivitesini serum veya idrar konsantrasyonlarindan daha iyi

yansitmaktadir (27, 80, 81).

2.3. Anne Siitu

Dogumdan hemen sonra Uretilmeye baslayan anne sitd, ilk 6 ay boyunca ve
sonrasinda tam bir besin olmasa da bebekler icin normal beslenme standardi olarak
kabul edilmektedir (82-84). Anne siitli emebilecek kadar olgunlasmis bebekler icin de
en giivenilir besindir (82). ilk 6 ay boyunca sadece anne siitiiyle beslenen bebeklerde
olim orani, hi¢ anne sitlyle beslenmemis bebeklere oranla %88 daha az oldugu
gorulmistir (85). Dinya Saghk Orgiti, ilk 6 ay boyunca sadece anne siitiiyle
beslenmenin ve en az 2 yasina kadar da beslenmenin énemli bir kisminin anne siiti
ile olmasini 6nermektedir (85). Anne siitlinde degisen miktar ve oranlarda 100’den

fazla bilesen bulunmaktadir (82). iceriginde bulunan besin bilesimi, gelisimi
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destekleyen besleyici olmayan bilesenler (86, 87) ile dogal tamamlayici bilesenler,

yenidoganda bagisiklik sisteminin gelismesine katki saglamaktadir (83).

Kan-slit arasindaki bariyerin segici-gecirgen olmamasi nedeniyle, anne
sutlindeki besin maddeleri ve imminolojik bilesenlerin yani sira annenin maruz
kaldigi zararl fiziksel, kimyasal ve biyolojik bilesenleri de icerebilmektedir (88). Anne
sutl bilesimi dinamiktir ve cesitli varyasyonlarda degismektedir; gebelik zamani,
emzirme sliresi, annenin genotipi, diyeti, kalitsal veya edince hastaliklar, ¢evresel

faktorlere bagh olarak bu bilesim degisebilmektedir (85, 87, 89).

2.3.1. Kolostrum

Dogum sonrasinda salgilanan ilk sit olarak tanimlanan kolostrum, dogum
basladiktan sonra yaklasik 2-4 giin salgilanmaktadir. Besinsel ve immiinolojik icerigi,
daha sonra salgilanan olgun sitten farklidir. imminoglobiilin, laktoferrin,
laktoperoksidaz, laktalbimin ve laktoprotein igerigi ve bebege pasif bagisiklik
kazandiran antikor agisindan zengindir (92). Bagisiklik sisteminin gelismesine olan
katkisinin yanisira, igeriginde bulunan insilin benzeri alfa ve beta bilylme
faktorlerinin tek dogal kaynagl olmasi ile kas-iskelet sisteminin gelismesini ve
bliyimeyi desteklemektedir. Bu blylime faktorleri, kas ve kikirdak onarim
Ozelliklerine sahiptir; travma ve cerrahi hastalarda yara iyilesmesini destekler.
Kolostral buylime faktorleri, bagirsak gibi tiim yapisal viicut hiicrelerine yayilan ¢oklu
rejeneratif etkilere sahiptir (83). Kolostrum proteinler, karbonhidrat, oligosakkaritler,
yaglar ve vitaminler ve mineraller gibi mikro besin maddelerini icerdigi icin
yenidoganin yasaminin ilk asamasinda gerekli tim bilesenleri saglayan eksiksiz bir

besindir (90-92).

Anne sltlinde bulunan interferonlar, immunoglobilinler, demir baglayici
proteinler, makrofajlar ve lenfositler antimikrobiyal ajan gérevi gérmektedir (93, 94).
Anne sltlyle beslenmenin diyare, solunum yolu enfeksiyonlari ve orta kulak
iltihabina karsi koruyucu oldugu gorilmistir (93, 95). Transkripsiyon sonrasi gen

ekspresyonunu diizenleyen, hiicre donglsl, proliferasyon, farklilasma gibi cesitli
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hiicresel fonksiyonlari modiile eden mikroRNA’lar da anne sltiinde bol miktarda
bulunmaktadir (96). 200’den fazla filotipi bulunan mikrobiyal topluluk iceren anne
sutd, yenidogan igin ilk probiyotik olarak tanimlanmaktadir (97). “Enteromamary
yolagl” ile anne bagirsaginda bulunan bakterilerin lenf ve kan dolasimi ile meme
bezlerine tasindigl duslintilmektedir (98). Anne siitli ayni zamanda icerdigi insulin,
leptin, adiponektin gibi hormonlarla metabolizma ve vicut bltinluglini degistirip

dizenlemektedir (99).

Suda yasamdan karasal yasama gecise uyum sirecinde, yenidoganin ihtiyac
duydugu zengin besin, antikor ve blylime faktorlerini icerdigi bilinmektedir (100,
101). Tablo 2.5, Tablo 2.6 ve Tablo 2.7’de, sirasiyla kolostrum besinsel icerigi, immun
ve blylme faktorleri dagilimi sunulmustur. Anne sitiyle beslenemeyen yenidoganin
beslenme gereksinimini daha iyi anlayabilmek icin anne sitd bilesiminin ve

miktarlarinin belirlenmesi 6nemlidir (82).

Tablo 2.5. insan ve sigir kolostrumu besin iceriginin karsilastiriimasi (92).

Eneriji (kcal) 0,58 1,3

Protein 37 149
Laktoz 53 26
Yag 29 67

Tablo 2.6. insan ve sigir kolostrumu immiin faktérlerinin karsilastiriimasi (92).

Laktoferrin 700 100
IgA 17,35 3,9
IgG 0,43 47,6
1gG2 - 2,9
lgM 1,59 4,2
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Anne sitleri ile yapilan ¢alismalarda, annelere bagl yas, irk, genetik faktorler,
meme bezlerinin boyutu ve anatomik vyapisi, duygusal faktorler ve diyet
aliskanliklarindaki farkliliklar ve ¢evresel kosullar (temiz hava, gines 1sig1, dinlenme
vb.) ile anne sutlu orneklerinin toplanmasi, saklanmasi, analiz yontemleri ve
kolostrum, gegis suti ve olgun siitiin salgilanma dénemlerinin net olarak ayrilmamasi
dolayr kimyasal miktarlari tam olarak

gibi sebeplerden bilesenleri ve

tanimlanamayacagi bildirilmektedir (82, 87).

Tablo 2.7. insan ve sigir kolostrumu biiyiime faktérlerinin karsilastiriimasi (92).

Epidermal blylime faktoéri (EGF)

200 mcg/L

30-50 mcg/L

Donlstirict blylime faktord (TNF-a)

2,2-7,2 mcg/L

2,2-7,2 mcg/L

Donustiricl buytme faktoria (TNF-R) 20-40 mg/L 1-2 mg/L
insiilin benzeri biiylime faktérii (I1GF) 18 mg/L 10 mg/L
Vaskiler endotelyal biiylime faktori (VEGF) 75 mcg/L Mevcut degil
BlUylme hormonu (GH) 41 ng/L <0,03 ng/L

Emzirme zamani ilerledik¢e anne sitiindeki bazi maddelerin miktari artar veya
azalir. Meme bezlerinin ilk salgisi olarak bilinen kolostrum, dogumdan 6nce ve sonra
meme bezleri ve kanallarinin hazirlanmasi, salgilanan sitiin disari atilmasi sirasinda
kalan hiicresel bilesenler ve kalintilari da icermektedir. Bu donemin uzunlugu kesin
olarak bilinmemekle birlikte, salgilanmanin 1-5 glin arasinda devam ettigi
gortlmustir (82). Postpartum ilk birkac giinde dusik miktarda (dretilen,
immunoglobdilin igeriginin fazla olmasi nedeniyle en gliclii dogal bagisiklik gliclendirici
olarak bilinen kolostrum, IgA, laktoferrin, |6kositler gibi immunolojik bilesenlerin yani
sira epidermal blylime faktoru gibi gelisim faktorleri bakimindan da zengindir (102-
104). Sitten daha fazla miktarda protein, imminoglobulin, protein olmayan azot,

yag, sodyum, kloriir ve magnezyum vitamin ve mineral icerir.


https://tureng.com/en/turkish-english/vask%C3%BCler%20endotelyal%20b%C3%BCy%C3%BCme%20fakt%C3%B6r%C3%BC
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Bazi vitaminler plasenta bariyerini gegemedigi igin, kolostrum bu vitaminlerin
dogum sonrasi birincil kaynagidir (103, 105). Kolostrumdaki oligosakkarit icerigi olgun
sttlin yaklasik olarak 2 kati kadardir. 4. giinde 21 g/100 ml olan oligosakkarit miktari,
2. ayin sonunda 13 g/100 ml'ye diser (106). Gegis siitli postpartum ise 5-14 gln
arasindaki suregte salgilanir. Kolostruma benzer nitelikte olmakla beraber, gelisen
bebegin ihtiyaclarini karsilamak igin st Gretiminin arttigl ve kimyasal bilesenlerinin
oraninin olgun sute yaklastigi donemdir (82, 87). Dogumdan sonraki 2. haftadan
itibaren, sit olgun olarak kabul edilir ve 4.-6. hafta arasinda tamamen olgunlasir (85,

87). Kolostrum ve gegis sutiiniin aksine, olgun sit bilesimi daha stabildir.

2.3.2. Anne Siitiinde Bulunan Cesitli Bilesenler
Anne Siitii Protein igerigi

insan sitliniin protein icerigi anneye ve emzirme dénemine bagl olarak
degismektedir; ancak, farkli popilasyonlarda benzer icerige sahiptir. Prematire
dogum yapan annelerin sttiindeki protein icerigi, zamaninda dogum yapan annelere
gore onemli 6lclide daha yuksektir (87). Dogum zamanlamasina bakilmaksizin anne
sutlu protein konsantrasyonu 4-6 haftadan sonra azalmaktadir (87, 107). Protein
icerigi 2. aydan 7. aya kadar azalir ve daha sonra sabit kalir (87, 89, 108).
Kolostrumdaki protein konsantrasyonu, olgun siitten yaklasik %54 daha yiksektir

(82).

Proteinlerle ve anne sitlyle yapilan calismalarda, tek bir protein miktari
yerine toplam aminoasit miktarinin ve dagiliminin degerlendirmenin daha 6nemli
oldugu bildiriimektedir (82). Anne siitli protein icerigi genel olarak kazein ve whey
proteinlerden olugmaktadir. Kazeinler o, 3 ve y kazeini icermektedir. Whey proteinler
ise a-laktalbumin, laktoferrin, lizozim, sekretuar immunoglobulin IgA’dir (85, 109).
Kolostrumda bulunan IgA, yaklasik olarak dogum sonrasindaki ilk 3 glinde yenidogana
aktarilmis olur (101). Proteinler, bebeklerin saghkli buylimesi icin gereklidir;
kolostrumda olgun site gore ¢cok daha yiiksek konsantrasyonda bulunan epidermal
blylime faktoéru polipeptit yapidadir (83). Anne sitlindeki proteinler sadece besin

ihtiyacini karsilamakla kalmayip cesitli biyoaktif islevlerin yerine getirilmesini de
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saglamaktadir. Diger besinler igin tasiyici gorevi gorirler, besin emilimi ve bagirsak

gelisimini desteklerler ve antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler (102).

Ure, Urik asit, kreatin, kreatinin, amino asitler ve niikleotitler gibi nitrojen

iceren protein olmayan bilesikler anne sttiindeki azotun %25’ini olusturur (87).

Anne Siitii Lipit ierigi

Tablo 2.8’de 1 aylik bebegin anne sitliinde bulunan makro bilesenlerden aldigi
enerji miktarlari gosterilmistir. Yag, anne sitlinde konsantrasyon olarak en degisken
bilesendir. Kolostrumdaki yag konsantrasyonu ve enerji degeri, olgun slite dogru
artmaktadir (103, 106). Olgun siitteki yag ve kalori miktari kolostrumdan yaklasik %54
daha fazladir (82). Bir emzirme silirecinde son siitte bulunan yag konsantrasyonu, 6n
sutten yaklasik 2-3 kat daha fazladir (111). 71 anneden 24 saatlik siirede toplanan siit
ile yapilan bir ¢calismada, gece ve sabah alinan siitteki yag orani, 6gleden sonra veya
aksam alinan siite gore 6nemli 6lclide daha diisiik bulunmustur (112). Yapilan baska
bir calismaya gore, anne sitiundeki yag iceriginin degisiminin yaklasik %25’i, annenin
protein alimindan etkilenmektedir (87). Sttin sagladigi toplam enerjinin %44’ lipid
iceriginden gelmektedir (85).

Tablo 2.8. Bir aylik bebegin anne siitlinde bulunan makro bilesenlerden aldigi enerji
miktarlari (85).

Makro Bilesen Enerji Ylzdesi
Lipit 44,5 +5,2
Protein 8,4 £1
Karbonhidrat 43,9 5,8

Anne sitl 200’den fazla yag asidi icermektedir. Triacilgliseroller, bu icerigin
%98’'ini  olusturmaktadir. Lipitler, meme epitelyum hicrelerinin endoplazmik
retikulumunda olusan triagilgliserollerin cekirdegini iceren yag globiilleri formunda

bulunmaktadir. Endoplazmik retikulumdan sitozole salgilandiginda, cekirdek ilk
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olarak bir i¢ zar ile kaplanmaktadir; daha sonra alveolar bosluga salindiklarinda,
meme alveolar hiicre plazma zarindan olusan bir dis zarla kaplanmaktadir. Stt yagi
globil membrani (MFGM) olarak adlandirilan bu yapi gliserofosfolipidler,
sfingolipitler, sfingomiyelin, glikolipitler, kolesterol gibi yliksek miktarda biyoaktif
madde icermektedir (85). MFGM bilesiklerinin norobilissel gelisim ve bagisiklik

sistemi Gzerinde olumlu etkilerinin oldugu gorilmustir (113).

Annenin beslenme aliskanliklari, 6zellikle uzun zincirli ¢coklu doymamis yag
asitleri (LcPUFA) miktarini buyik olctide etkilemektedir. LcPUFA’lar blylime, immiin
yanit, retinal ve beyin fonksiyonlarinin gelisimi ile 6zellikle membran fonksiyonlari
Uzerinde 6nemli aktiviteye sahiptir. Orta zincirli yag asitlerinin, birgok patojeni in vitro
olarak inaktive ettigi ve boylece invaziv enfeksiyonlara karsi koruma sagladigi
gorulmustir. Kisa zincirli yag asitleri ise anne siti icin dnemli bir enerji kaynagidir ve

bebegin sindirim sisteminin gelisimine katki saglamaktadir (114).

Anne Siitii Karbonhidrat igerigi

Anne sitlnin ana sekeri disakkarit laktoz olup, konsantrasyonu en az
degisken bilesendir (87). Laktoz icerigi 4. ve 7. aylar arasinda yiksektir ve daha sonra
azalir. Yaklasik olarak 6,7 g/100 ml konsantrasyonda bulunan laktoz, merkezi sinir
sisteminin gelismesini ve beynin besin ihtiyacini saglamaktadir (89). Diger dnemli
karbonhidrat olan oligosakkaritler kolostrumda 1,5-2,3 g/100 ml, olgun sitte ise 0,1-
1 g/100 ml konsantrasyonlarda bulunmaktadir (83, 85). Oligosakkaritlerin miktari,
laktasyon evresi ve maternal genetik faktorlere bagli olarak degismektedir (115, 116).
Patojenler, oligosakkaritlerin belirli bolgelerine baglanma icin yiliksek afinitiye
sahiptir; bu ylzden anneler arasindaki oligosakkarit bilesiminde goérilen farkliliklar

sagkalimi desteklemektedir (102).

Anne Siitii Vitamin igerigi

Hiicresel aktivitenin fizyolojisinde, bliyime, gelisme ve yasamin
sirdirilmesinde onemli bir yere sahip olan vitaminler, anne diyetine ve vicut

depolarina bagh olarak degismektedir (82, 87). Her annenin beslenmesi optimum
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dizeyde olamadigi icin, emzirme doneminde multivitamin takviyesi dnerilmektedir.
K vitamini, anne beslenmesinden bagimsiz olarak siitte son derece disiik miktarda
bulunur. Bu nedenle, yenidoganin hemorajik hastaligindan kaginmak icin dogum
sonrasi K vitamini enjeksiyonu énemlidir (112). D vitamini, gogu annenin glines I1sigina
maruziyetinin az olmasi nedeniyle anne sitlinde distk miktarda bulunmaktadir.
Epitelyum dokunun bitlnlGgl, dislerin, gozlerin ve kemiklerin diizglin gelisimi igin
gerekli olan A vitamini konsantrasyonu, kolostrumda 1,61 mg/100 ml iken, olgun
sitte 0,61 mg/100 ml’dir. Karbonhidrat metabolizmasindan sorumlu enzim
sisteminin dnemli bir pargasini olusturan tiamin, gegis sttiinde kolostrumun yaklasik
3 kati, olgun siitte ise 7 kati kadar bulunmaktadir. Tiamin alimindaki bu hizh artis,
metabolizmanin yeniden dizenlenmesini ve bebegin hizli blylimesini saglamaktadir

(82).

Bebeklerin endojen enzim sisteminin tam anlamiyla olusmasi gebeligin 28.
haftasindan sonra gerceklesmektedir ve antioksidan gérev goren E vitamini, fetiise
son trimesterda fetilise gecer (117). Bu durum, antioksidan savunma sistemi gelisimi
sinirh olan yenidoganlarda oksidatif strese karsi savunmasizlik nedenidir (118). Anne
sutl icerigindeki antioksidan sliplricl slperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz enzimlerine ve C ve E vitaminler sayesinde yenidoganin oksidatif stres
yukiinG azaltmaya yardimcidir (117, 118). Bununla beraber, anne sitiinde bulunan

aktif antioksidan bilesiklerin tam olarak neler oldugu heniiz aydinlatilamamistir (117).

Anne Siitii Neopterin igerigi

Anne sittinde bulunan pteridin konsantrasyonlari anneler arasinda farklilik
gostermektedir (119). Ayni anneden gin icinde alinan siit drneklerinde 6nemli
miktarda farklihk olmadigi gosterilmistir. Anne siti iceriginde bulunan neopterin,
annenin viicudunda meydana gelen patolojik stirecleri degerlendirmek icin dogal bir
belirte¢ gorevi gormektedir. Anne siitl bilesimini diizenleyen pek ¢ok faktor ve 6rnek
almadaki olasi zorluklar, neopterinin anne sitiindeki konsantrasyonu ve potansiyel

etkilerinin arastirilmasini kisitlamaktadir (88).
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2.4. Triptofan
2.4.1. Triptofanin Ozellikleri

1900°Iu yillarin basinda Hopkins ve Cole tarafindan kazeinden izole edilen
triptofanin molekiler yapisi, kisa bir sire sonra Ellinger ve Flamand tarafindan
aydinlatilmistir (120). 1980’li yillarda triptofanin kimyasal olarak sentetik sentezinin
ardindan, triptofan takviyelerinin kullanilmasiyla birlikte Eozinofili Miyalji Sendromu
(EMS) adeta “salgin” haline gelmistir. Bunun {izerine Amerikan Gida ve ilag Dairesi
(Food and Drug Administration, FDA), triptofanin takviye olarak kullanimina sinirlama

getirmistir (121).

Triptofan (Trp), protein sentezi gibi dnemli metabolik islevler igin tim
canlilarin gereksinim duydugu temel bir aminoasittir. Triptofan; bakteriler, mantarlar
ve bitkilerdeki fosfoenopiruvat gibi molekiillerden sentezlenmektedir (122). Gerekli
enzimatik mekanizmaya sahip olmadigi icin insan viicudu triptofan sentezleyemez ve
bu esansiyel aminoasidi disaridan almak zorundadir (123, 124). Tim aminoasitler

arasinda en yiiksek antiradikal aktiviteyi triptofan gosterir (125).

2.4.2. Triptofanin Biyosentezi ve Fizyolojik Fonksiyonlari

Vicuttaki aminoasitler icinde en diisiik konsantrasyona sahip olan triptofan
icin yetiskinlerde onerilen ginlik alim miktar 3,5-6 mg/kg’'dir (126). Bakla, mas
fasulyesi, mercimek, nohut ve bezelye 6nerilen triptofan alim miktarinin yaklasik
%90"In1; tahillar arasinda en disuk triptofan icerigine sahip olan misir ise yaklasik
%70’ini icermektedir. insanlarda triptofandan nikotinik asit sentezlenebildigi icin, siit
ve yumurta zengin triptofan igeriginden dolayi ayni zamanda pellagra hastaliginda

faydali oldugu kabul edilmistir (127).

Cesitli besinlerin protein ve triptofan miktarlari Tablo 2.9’da sunulmustur.
Gidalar icerisinde diyetle alinan triptofan, hepatik portal sistem araciligiyla karacigere
ulasir ve hiicreler tarafindan protein sentezi ve diger metabolik olaylarda kullanilmak

icin kan dolasimina katilir. insanlarda ve hayvanlarda protein sentezi icin gerekli
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molekillerden biri olmasinin yani sira, ayni zamanda dnemli birkag molekilin Gretimi

icin de tek substrat kaynagidir (123).

Tablo 2.9. Cesitli besinlerin protein ve triptofan miktarlari (128).

Besin Protein miktan Triptofan miktari
(g/100g porsiyon) | (mg/100g porsiyon)
Avokado 2 26
Muz 1,7 28
Sert haslanmis yumurta 13 209
Tam yagh st 3,3 42
Pismis/konserve bezelye 4,6 66
Pismis yagsiz tavuk gogsu 29 394
Haslanmis mercimek 6,8 49
Kavrulmus fistik 25,1 285
Kepekli ekmek 8,8 112

Triptofan vicut tarafindan absorbe edildikten sonra periferik dolasimda
albimine bagh olarak veya serbest formda bulunur (129). Kan-beyin bariyeri boyunca
sadece kompetitif ve spesifik olmayan L-tipi amino asit tasiyici ile serbest formda
tasinabilir (126, 130). Merkezi sinir sistemine (MSS) girdikten sonra, triptofan cesitli
metabolik yolaklarla baska molekillere metabolize olan bir aminoasittir (130).
Triptofan, sinir sisteminde ve bagirsakta, serotonin sentezi icin gerekli bir substrat
iken, epifiz bezinde melatonin sentezi icin gereklidir (122); bu metabolitler duygu
durumu, kan basinci ve bagisiklik gibi cok cesitli fizyolojik strecler lizerinde etkilidir
(131). Diyetteki triptofan, protein sentezi icin gereken miktari astiginda, karacigerdeki
triptofan deoksijenaz (TDO), fazla triptofanin bir kismini nikotinamid adenin
dintikleotidin (NAD)'e donustlirir ve geri kalanini eneriji icin okside eder. Diyet hem
triptofan hem de niasin acgisindan zayif oldugunda, dolasimdaki triptofan karaciger
tarafindan alinabilir ve metabolik ve enerji gereksinimleri karsilamak icin temel

hicresel kofaktér olan NAD'a dontstiarilebilir (122, 132).
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Sekil 2.3’te gosterildigi Uzere, diyetle alinan triptofanin yaklasik %1'i
serotonine donusturulirken geri kalan %99’u, kintrenin (Kyn) yolagiyla metabolize
edilir (134). Serotonin ve kinlrenin Uretiminden sorumlu biyokimyasal yolaklar
farkhdir. Serotonin, triptofan hidroksilaz ve aromatik L-amino asit dekarboksilaz
enzimleri araciligiyla iki agamada triptofandan Uretilirken, kinlireninler, toplu olarak
kinlrenin yolagi olarak adlandirilan bir seri enzimatik reaksiyonla uretilir (131). Kyn
yolu, merkezi sinir sistemi hastaliklari, periferik hastaliklar, enfeksiyonlar,
imminoregllasyon ve goz merceginde UV koruma gibi bircok biyolojik sirecte

onemli rol oynamaktadir (122, 135).

[ Triptofan ]

I
l , | 1 l

[ Kinlirenin ] 5-hidroksitriptofan Protein ]

I
I |

[ Nikotinik Asit ][ Ksantiirenik Asit ] Serotonin

h

[ Melatonin ]

Sekil 2.3. Triptofan metabolizmasi Grlnleri (133).

Triptofan miktarindaki azalma, HIV enfeksiyonu, otoimmiin hastaliklar ve
kanserde de gobzlenen imminosupresyon, kilo kaybi, duygudurum ve bilissel
bozukluklar ile sonuglanmaktadir. Triptofan miktarindan bagimsiz olarak kindrenin
Uretiminin artmasi, serotonin sentezinin azalmasina ve basta depresyon olmak lizere

bazi psikiyatrik hastaliklara neden olabilir (136).
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2.4.3. Kiniirenin Yolagi

Triptofanin memelilerde ana katabolik yolu olan kinirenin yolagi, temel

kofaktor olan NAD biyosenteziyle sonuglanmaktadir (Sekil 2.4) (137, 138).

l‘?-'_ e — — %
TRIPTOFAN )
Stieg

—_———===

Triph;u'an-l_l[.;-:ll;:imij:ﬂa; Ingedamin-2,3-dioksijanaz

{10
* Inflamasyon
Kinlirenin 5-Hidroksitriptofan
\&‘u‘aranin aminatransferazr
Kmndrenim-3-
¥ monooksijenaz Kiniirenik Asit

(3- Hidroksi Kind renin)

lhjnureni.ﬂaz \ Serotonin [5-HT)

Ksantirenik Asit

3-hidroksi Antramilik
Asit

3-hidroksi antranilik asit
oksijenaz

Kinolinik Asit

!

MNikotinamid Adenin
Dindkleotid (NAD)

Sekil 2.4. Triptofan metabolizmasi.

Yolagin adi, triptofan metabolizmasinin yan Urinleri arasinda en bol bulunan
molekil olan kintreninden tiretilmistir. Kinlirenin dogrudan triptofandan dretilmez;
kinGrenin, arilformamidaz (AFM) enzim aktivitesinin bir sonucu olarak, N-
formilkinireninden Uretilir. Kyn yolunun ilk ve hiz sinirlayici reaksiyonu, Trp'nin
indoleamin-2,3-dioksijenaz-1 (IDO-1), indoleamin 2,3 dioksijenaz-2 (IDO-2) ve

triptofan-2,3-dioksijenaz ~ (TDO) enzimleri tarafindan  N-formil-kintirenine
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oksidasyonudur (137). Karaciger hiicrelerinde triptofan, triptofan oksijenaz ve L-
triptofan pirolaz olarak da bilinen TDO enzimi tarafindan, diger hiicre tiplerinde ise
induklenebilir enzim olan ve triptofan pirolaz olarak da bilinen IDO tarafindan N-
formil-kinlirenine metabolize edilmektedir (137, 138). IDO’nun aktivasyonu igin L-Trp
ve 0O2'nin enzimin aktif bdlgesine baglanmasini kolaylastiran, Fe*'iin Fe*?'ye
donltsimi gerekmektedir (137, 139). Sekil 2.5'te, IDO’nun katalitik aktivitesi

sematize edilmistir.

N-formil-kintrenin

6::: L-Trp.02 pS—
| — > ( IDO-Fe*-
;‘:1 Trp-0,
Dogal inaktif enzim X Aktif enzim
Kofaktér Kofaktor
Rediiksiyon Ofksidasyon

Sekil 2.5. IDO’nun katalitik aktivitesi.

N-formil-kintrenin olusumu, kinlrenin sentezinde triptofan metabolizmasinin
baslatiimasi kadar 6nemlidir (131); N-formil-kinGrenine daha sonra kendiliginden
formik asit ve Kyn'e ayrisir. IDO araciligiyla kinlirenin Gretiminin ardindan, cesitli
enzimler ile kinlirenin daha fazla metabolize edilebilmektedir (140). Kinlreninaz,
Kyn'den antranilik asit (AA) Uretir. Kinlirenin-3 monooksijenaz (KMO), Kyn'i, 3-
hidroksikintirenin ~ (3-OHkyn)'e  dondstirir;  olusan  3-OHkyn,  kindrenin
aminotransferaz (KAT) enzimi ile ksantlrenik asit (XA) veya kiniireninaz enzimi ile 3-
hidroksiantranilik asit (3-HAA) olusturmak igin kullanilir (141). 3-HAA glgli bir uyarici
ve konvilsan olan eksitotoksin kinolinik aside (QA) metabolize edilir (141, 142). KAT
ayni zamanda Kyn'i kinlrenik aside (KYNA) metabolize eder. KYNA, N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptor antagonist oOzelliklerinden dolayr noéroprotektif bir
bilesiktir. insanlarda, sicanlarda ve farelerde, merkezi sinir sisteminde KYNA
sentezinde KAT I, Il ve lll olarak adlandirilan Ug¢ protein yer alir (143). Bu enzimler,
substrat 6zgllligu ve diger biyokimyasal, biyofiziksel 6zellikleriyle ayirt edilir. KAT |
ve KAT Il benzer genomik yapilara sahipken, KAT Il tamamen farkli bir genomik
yapidadir. KAT | glia ve noéronlarda, kan basinci ve kalp atis hizi reglilasyonunda

etkilidir (144). KAT Il ve KAT |, bobrek, karaciger, kalp, akciger ve néroendokrin
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organlar dahil olmak lizere bircok dokuda eksprese edilir. KAT Il ise en ¢ok sican ve

insan beyninde bulunur (138).

KinlGrenin-3-monooksijenaz, merkezi sinir sisteminde mitokondriyal dis
membranda yer alir ve agirlikli olarak mikrogliada eksprese edilen bir B-nikotinamid
adenin dintkleotid 2'-fosfat (NADPH) bagimli flavin monooksijenazdir (145). KMO
ekspresyonu inflamasyon durumlarinda veya immiin stimilasyondan sonra artar.
Kinlrenin yolaginin dallanma noktasindaki konumu KMO'nun Alzheimer hastaligi ve
Huntington hastaligi gibi nérodejeneratif bozukluklarin tedavisinde potansiyel bir
terapotik hedef haline getirir. Bircok calisma, KMO inhibitorlerinin beyin hasari
modellerinde olumlu etkilerini gostermistir; ancak, kan-beyin bariyerinin zayif

penetrasyonu bir problemdir (138).

Triptofan metabolizmasi ve kiniirenin Uretiminin baslatilmasinda rol oynayan
TDO, esas olarak karacigerde bulunur ve triptofan veya kortikosteroidler tarafindan
uyarilir. TDO, TDO; tarafindan kodlanan hem iceren sitozolik bir enzimdir. insan
vlicudundaki Trp akibetinin fizyolojik diizenlenmesinde merkezi bir rol oynamaktadir.
TDO, anksiyeteyle iligkili davranistan sorumlu olan metabolik yolda potansiyel olarak

yer almaktadir (122, 131, 138, 146).

indoleamin-2,3-dioksijenaz-1 ise, ekstra hepatik dokularda daha fazla bulunan
bir enzimdir ve makrofajlar, mikroglia, néronlar ve astrositler dahil olmak tzere bir¢cok
hicrede bulunabilir. Lipopolisakkaritler, amiloid peptitler ve (139, 147) TNF-a, IL-6
gibi T yardimci hicre kaynakli sitokinler ve inflamatuar molekiller tarafindan
indlklenir. IDO-1, proinflamatuar sitokinler tarafindan indiklendigi icin, IDO-1
ekspresyonunun mukozal inflamasyonla karakterize gastrointestinal hastaliklarin ve
kolon kanserinin biyobelirteci olarak rol oynamaktadir. Kudo ve Boyd, plasentada bir
triptofan tasiyicisini karakterize ederek, indolamin-2,3 dioksijenaz aktivitesinin IFN-y
tarafindan guicli bir sekilde uyarildigini géstermistir (130, 148, 146). IFN-y, in vivo ve
in vitro olarak IDO-1'in gen ekspresyonunu ve enzimatik aktivitesini indiiklemektedir.

IFN-a, IFN-B, lipopolisakkarit (LPS) ve sitotoksik T lenfosit iliskili antijen (CTLA)-4 gibi
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diger inflamatuar wuyaranlar, IDO'yu IFN-y’ya gore daha dlsik miktarda
indiiklemektedir (137, 138).

Bazi virusler, hiicre igi patojenler ve hiicresel enfeksiyonlar belirli hiicrelerde
IDO’yu indikleyerek kinlirenin metabolitlerinin olusmasini saglamaktadir. IDO’nun
indliklenerek triptofan katabolizmasini arttirmasi, enfeksiyoz hastaliklarda bliylime
icin triptofana ihtiya¢ duyan mikroorganizmalar tizerinde antiproliferatif etkiye neden

olmaktadir (149-151).

immiin sistem aktive oldugunda, aktif T hiicreleri ve |6kositler tarafindan IFN-
y salimi kinlrenin yolagini yukari regile eder. Bu yolagin aktive edilmesi, triptofanin
hizla bozunmasina ve kinlirenin miktarinin artmasina sebep olur (152). Triptofan
degradasyonunun artmasiyla birlikte genellikle serum, BOS ve/veya beyin dokusunda
Kyn miktarinda artis gozlenir. Triptofanin kinlireninin yolagiyla parcalanmasi,
genellikle kinolinik asit Gretimiyle sonuclanmaktadir (130). Kinolinik asit birincil olarak
bir eksitotoksik NMDA reseptor agonisti olarak kabul edilmektedir (146). Eksitotoksin
kinolinik asit Gretimi, inflamasyon sonucunda bagisiklik aktivasyonunun ardindan

genellikle 6nemli Olclide artar (130).

Triptofanin metabolik degratasyonu sirasinda olusan ilk kararli ara Grin
kintrenindir (130) ve kinlirenin Uretildikten sonra, yolagin diger iki dalina girerek,
ksentiirenik asit (XaA) ve/veya kinlirenik aside metabolize edilebilir (131); olusan ara
Urlnler birbirlerinin etkilerini sinerjistik veya antagonist olarak etkileyebilir (130).
KA’nin merkezi sinir sisteminde énemli bir rol oynadigi goérilmustir. KA, N-metil-D
aspartat reseptorlerinin aktivasyonunu inhibe ederek, néron hicrelerini NMDA
reseptorlerinin asiri aktivasyonu ile uyarilan hiicre 6limiine karsi koruyabilmektedir

(131).

KinGrenin yolaginin yukari regiilasyonu HIV gibi enfeksiy6z hastaliklar,
norolojik bozukluklar, afektif bozukluklar, otoimmiin hastaliklar, periferal durumlar

ve malignite gibi patolojik durumlarda gortlmektedir. Akciger ve meme kanserinde
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de triptofan miktarinda 6nemli artislar rapor edilmistir (153). Triptofan tikenme
derecesi, norodejeneratif bozukluklarda cok 6nemlidir. Triptofan katabolizmasindaki
progresif artis ayni zamanda normal yaslanma siirecinin bir parcasidir. Bu ylizden
patolojik durumlarla ilgili calismalar, yasa gore siniflandiriimis kontrol gonillileri ile
gerceklestirilir (154). Bazi calismalarda neopterin konsantrasyonlari ile Kyn diizeyinin
ve Kyn/Trp oranlari beraber degerlendirilmektedir ve neopterin ile Kyn/Trp degerleri

ters orantili bulunmustur (155).

2.4.5. Kiniirenin Yolag ile iliskili Hastaliklar

Kinlrenin ve metabolitlerinin biyolojik aktivitesinin iyi bilinmesi, yolaktaki
biyokimyasal reaksiyonlarin reglilasyonu ve kontroliine olanak saglamaktadir (131).
Kinlrenin yolaginin gesitli basamaklarinda olusan hidroksiantranilik asit, kinolinik asit,
kinlrenik asit ve pikolinik asit noroaktiftir (130). Kinlrenik asit merkezi sinir
sisteminde noro koruyucu rol oynayan bir molekildir. N-metil-D aspartat
reseptorlerinin aktivasyonunu azaltarak néron hiicrelerini NMDA reseptorlerinin asiri
aktivasyonu ile uyarilmis hiicre 6limune karsi koruyabilir (131, 156). Kinirenik asit,
gastrointestinal sistemde antiinflamatuar etkiye sahiptir ve in vitro kolon kanseri
hicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (146). Alzheimer hastahgi,
amiyotrofik lateral skleroz, Huntington hastaligi, AIDS demans kompleksi, sitma,
kanser, depresyon gibi bircok hastalikta kinlirenin yolaginin aktif olarak rol oynadigi
gorilmustir (130). Bu patolojiler sirasinda gézlenen 6nemli 6lclide degisen triptofan
ve metabolit miktarlari, normal diizeylere getirildiginde semptomlarin azalmasini
saglamaktadir. Kintrenin yolagi metabolitleri son donem boébrek hastalarinda 6nemli
Olglide ylksek cikarken, Uremik hastalarda triptofan konsantrasyonlari saglikh
insanlara gore oldukca disiktir (138). Kyn, in vitro olarak sistein, NADH ve askorbik
asidi fotooksidize edebilir ve in vivo olarak lens icinde meydana gelen fotobiyolojik
sureclerle dogrudanilgilidir. Bu fotooksidasyon, yasa bagli olarak azalmis glutatyonun
tikenmesinden ve/veya lenste H,0; olusumundan sorumludur. Artan Kyn seviyeleri,
dogal oldirici (NK) hiicrelerde reaktif oksijen tirleri (ROS) yoluyla hiicre 6limiine ve

sistemik inflamasyonda disik kan basincina neden oldugu goésterilmistir (139, 150).
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Ayni zamanda Kyn, astroglial hiicrelerde blylime faktori Gretimini uyararak erken
noronal biyime ve gelismeye katkida bulunabilir. Kan beyin bariyerini kolayca

gecebildigi icin beyindeki kinlirenin yaklasik % 60'l gevreden gelmektedir (138).

Arilformamidaz enzimi, 305 amino asitli bir proteindir. Memelilerde, AFM’nin
ekspresyonu agirlikli olarak bobrekler ve karacigerde olmaktadir. Hiicre igi diizeyde
ise AFM’nin ekspresyonu daha ¢ok olarak sitoplazmada olmaktadir. AFM enzimatik
aktivitesi bobrekler ve karacigerde beyin, kalp, akciger, timus, mide, bagirsak, dalak

gibi diger organ ve dokulardan daha yuksektir (131).

Enzim IDO-1 ile benzer yapisal ve aktivitelere sahip gorece olarak yeni bir
enzim olan IDO-2 ve IDO-1 igin kodlama genleri yan yana yer almaktadir. IDO-2,
ekspresyon modeli ve sinyal yolagi bakimindan farklilk gosterir ve D-1-metil-triptofan
tarafindan inhibe edilmektedir (157). 1998 yilinda Munn ve arkadaslarinin farelerde
yaptigl ¢alismada IDO’nun, fetlsiin anne saldirisindan korunmasinda etkili oldugu
gorilmustir. insanlarda IDO, gebeligin 6. giiniinden itibaren, blastosistler tarafindan
ve sonrasinda gebelik sonuna kadar sinsitiotrofoblastlar, ekstravill6z sitotrofoblastlar
ve villéz stroma ve fetal membranlardaki makrofajlar tarafindan dretilir. Bu enzim,
koryonik gonadotropin gibi hamilelik sirasinda yiksek oranda Uretilen hormonlar
tarafindan uyarilir. Kintrenin yolaginin, gebelikte immunosupresif rolii oldugu icin bu
yolakta meydana gelen bir deformasyon gebelik sirasinda gebeligin sonlandiriimasina

kadar varabilen komplikasyonlara neden olabilmektedir (158).

Yapilan calismalarda inflamasyonun eslik ettigi cesitli hastaliklarda triptofan
katabolizmasinin etkili oldugu gorilmastir. Triptofan konsantrasyonunun yiiksek
oldugu dokularda lokositlerde birikiminin oldugu gorilmistir. Bu durum triptofan
veya metabolitlerinin bagisiklik sistemi aktivasyonunu modile ettigi kanisini
desteklemektedir (122). Triptofan ve kinirenin dizeyleri ve Kyn/Trp orani gesitli
patolojik kosullar altinda olclilerek, immin sistem aktivasyonunun derecesi ve
kinGrenin yolu ile hastalik durumlari arasindaki iliski ortaya cikmaktadir (130).

Farelerde yapilan bir calismada triptofan tiikenmesinin T hiicre proliferasyonunu ve



32

aktivitesini baskiladigi; boylece fetal dokularin reddine karsi korudugu gorilmdistir

(130, 148).

Farelere lipopolisakkarit enjeksiyonu ile triptofan metabolizmasinin
indiklendigi, uygulamadan 24 saat sonra alinan serumlarda kinlrenin
konsantrasyonunun 3 kat attigi saptanmistir. Kinirenin kan dolagimina gegtiginden,
serumda kinlirenin konsantrasyonunun artmasi belirli bir dokuda meydana gelen
artmis triptofan metabolizmasini yansitabilmektedir. Kinilrenin bobrekler ve
karaciger ile kandan temizlenmektedir. Radyoaktif isaretlenmis kintreninin farelere
intravenoz olarak verilmesinden 4 saat sonra isaretli kismin yaklasik %80’inin XaA'ya

metabolize oldugu ve idrarla atildig1 gortlmistir (131).

Piridoksal fosfat, kinlireninaz enziminin kofaktorudir ve bu kofaktorin
yoklugunda kinlreninaz enzimi inaktif olacagl icin, kinlirenin metabolitlerine
donustiridlemez. Triptofan yikli, ancak piridoksal fosfat tikenmis sican ve
insanlardan alinan idrar érneklerinde, kiniirenin atiliminin arttigi gérilmistir. idrarla
atilminin artmasi, kintireninin yetersiz metabolizmasina karsilik klerensinin fizyolojik
bir yoludur. Kinlirenin yolagindaki alt akis enzimlerinin yetersiz aktiviteleri, immin
sistemin uyarilmasiyla artan kintirenin Uretiminin metabolizasyonu i¢in hiz sinirlayici
bir faktérdiir. Bu ylzden serumda kinirenin birikimi, neopterin artisi ile birlikte
inflamasyonun biyokimyasal belirtecidir. Neopterin, aktiflestirilmis makrofajlarda
asiri miktarda Uretilen GTP’nin bir metabolitidir. Neopterin konsantrasyonunun
artmasi, inflamatuvar bir reaksiyona isaret ederken, artmis kindrenin, kintrenin
yolagiyla triptofan metabolizmasinin aktivasyonunu gosterir. Romatoid artrit,
sistemik lupus eritematoz, sepsis ve Huntington hastalig dahil olmak Gzere bircok
hastalikta kinlirenin konsantrasyonunda artis gézlenmistir. Ayrica, kinlirenin ve akis
asagl metabolitleri biyolojik olarak aktiftir. Bagisiklik sisteminde, kinlrenin ve
metabolitleri imminstpresyona dahil olur. Bu nedenle, azalmis kinirenin
metabolizmasi, 3-HK ve 3-HAA gibi kinlrenin antiinflamatuar metabolitlerinin

fizyolojik roliini azaltabilir (131).
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3. GEREG VE YONTEM

3. 1. Geregler

3. 1. 1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde

Albumin

Asetonitril

L-kinurenin

L-triptofan

Perklorik asit

Potasyum dihidrojen fosfat

Sodyum hidroksit

3. 1. 2. Kullanilan Arag ve Cihazlar

Cihaz Adi

Bilgisayar

Buzdolabi

Deiyonize distile su cihazi

Derin dondurucu
Enzim-immiunoassay plak okuyucu
Floresan dedektéri

Manyetik karistirici
Neopterin-enzim-immdiinoassay kiti

Oktadodesil silikajel C18 Kolon
25 cm x 4,6 mm partikil bayUkIGgu 5p

Marka
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Merck

Merck

Marka-Model

HP

Argelik

Baunstead

Arcelik

Spectra MaxM2
HP Agilent G1312A
Dottingen

IBL

ACE



On kolon (Oktadodesil silikajel C 18)
Otomatik ornekleyici
Otomatik pipetler

pHmetre

Pompa

Santrifij

Terazi

UV-gorinir bolge dedektori
Vorteks

Yatay calkalayici

Yazici

Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi
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Hichrom

HP Agilent G1313A
Gilson

Cyberscan pH500
HP Agilent G1311A
Hettich Universal
Mettler_Schimadzu
HP Agilent G1314A
Janke-Kunkel VF2
Edmond Bihler

HP Laser

HP Agilent 1100

3.1.3. Neopterin Analizinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

Orneklerde neopterin analizlerinde kullanilan ¢ézeltiler, tiretici firmanin ELISA

kit protokolii olarak hazirladigi uygulama esaslarinda yer aldigi sekilde hazirlandi.

Neopterin Enzim Konjugati

Kullanima hazir halde bulunan ¢6zeltidir; neopterin/alkalin fosfat konjugati

gerekli miktarda dogrudan kullanildi.

Neopterin Antiserum Cozeltisi

Kullanima hazir halde bulunan ¢ozelti gerekli miktarda dogrudan alindi.

Yikama Tampon Cozeltisi

Konsantre halde bulunan yikama ¢6zeltisi, kullanilmadan 6nce deiyonize su ile

1:20 oraninda seyreltildi.
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TMB (3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidin) Substrat Cozeltisi
Kullanima hazir halde bulunan ¢6zelti dogrudan gerekli miktarda alindi.
TMB Reaksiyon Durdurma Gozeltisi

Kullanima hazir halde bulunan 1M H,S04 ¢ozeltisi, gerekli miktarda dogrudan

alindi.

Neopterin Standart Cozeltileri

Tablo 3.1’de gosterildigi gibi farkli konsantrasyonlarda neopterin, fosfat
tamponu ve koruyucu madde igeren neopterin standard ¢ozeltileri ELISA kitinin igcinde

yer almaktadir.

Tablo 3.1. Neopterin standart ¢ozeltiler ve konsantrasyonlari.

Standard Cozelti Konsantrasyon
(nmol/L)
Standart A 0
Standart B 1,35
Standart C 4
Standart D 12
Standart E 37
Standart F 111

Kontrol Serumlari

Olciimlerin dogrulugunu kontrol amaciyla Uretici firma tarafindan saglanan,
biri negatif digeri pozitif kontrol olarak kullanilmak lizere, konsantrasyonlari bilinen

(0,94 ve 4,9 ng/ml) 2 adet serum 6rnegi.
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3.1.4. Triptofan ve Kiniirenin Olgiimiinde Kullanilan Cozeltiler

%7 (h/h) Asetonitril iceren 0,015 M Potasyum Fosfat Tamponu pH 6,4

4,08 g potasyum dihidrojen fosfat (KH2POas) tartildi ve 140 ml asetonitril
eklenerek deiyonize su ile 2 L'ye tamamlandi, manyetik karistirici ile karistirilarak

¢ozulmesi saglandi.

pHmetre pH 4, 7 ve 10 olan sollsyonlarla kalibre edildi; manyetik karistirici
Uzerinde 1 N sodium hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi kullanilarak %7 (h/h) asetonitril iceren

KH2PO4 pH 6,4 tampon ¢ozeltisi hazirlandi.

Albilimin Standart Cozeltisi

70 g/L alblimin standart ¢ozeltisi hazirlamak igin 665 mg albimin tartildi,

deiyonize suyla ¢ozilerek hacim 9,5 ml’ye tamamlandi.
Perklorik asit ¢6zeltisi

Protein ¢oktirme amaci ile perklorik asit ¢ozeltisi dogrudan kullanildi.

1 mM Kiniirenin Standart Coézeltisi

1,26 mg tartilan L-kinlrenin 6,052 ml deiyonize suda ¢oziilerek kinlirenin
standart ¢ozeltisi hazirlandi.

1 mM Triptofan Standart Cozeltisi

1,36 mg olarak tartilan L-triptofan 6,659 ml deiyonize suda ¢ozilerek triptofan
standart ¢ozeltisi hazirlandi. Distile su ile albuminsiz olarak hazirlanan standart

¢Ozeltiler ependorflara asagidaki miktarlarda hazirlandi:

SST1: 500 pL Sz + 500 pL distile su

SSTy: 25 uL Triptofan + 5 puL K+ 970 pL distile su
SST3: 50 pL Triptofan + 10 pL K+ 940 pL distile su
SST4: 75 uL Triptofan + 15 pL K+ 910 pL distile su
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Hazirlanan eppendorflar vortekslendikten sonra viallere 200 pL SST

cozeltilerinden alinip her birine 250 pL distile su eklendi.

3. 2. Calisma Gruplarinin Tanimlanmasi

Bu tez calismasi, Tekirdag Ozel Star Medica Hastanesi’nin 29.08.2019 tarih ve

2019/481 sayili onay! ile gerceklestirilmis ve calisma siliresince Helsinki Bildirgesi

ilkeleri takip edilmistir.

Calisma grubu Tekirdag Ozel Star Medica Hastanesi Kadin Hastaliklari ve

Dogum Klinigi’'ne basvuran kisilerden olusturulmustur.

Bu tez ¢alismasi toplam 17 katilimc ile gergeklestirilmistir. Katilimcilara ait

demografik bilgiler Tablo 3.2’de g&sterilmistir.

Tablo 3.2. Katilimc bilgileri ve demografik 6zellikleri.

Yas (Yil)
Demografi n
Ortalama#SS Minimum Maksimum

. Var 2 24,5+6,4 20 29

Sigara
ahgkanlig Yok 15 26,3%4,8 17 34
Dogum Normal 2 28,5+3,5 26 31
sekli Sezeryan 15 25,7+5 17 34
Onceki Var 7 30+2,6 26 34
dogum Yok 10 23,314 17 30
A 9 25,615,8 17 34
B 4 27,8+2,6 24 30
Kan grubu 0 4 25,5+4,8 21 31
Rh + 14 26,4+4,6 20 34
Rh - 3 24,3+6,6 17 30
Toplam katilimci 17 26,1+4,8 17 34
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3. 3. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Katihmci olmayi kabul eden, yeni dogum yapmis ve kolostrum siti geldigi
hekim tarafindan dogrulan her bir anneden, 3-4 ml kolostrum dogrudan alindi. Tip
icerisinde, analiz glinline kadar -20°C’de 6rnekler sogukta saklandi. Neopterinin i1siga
duyarh olma 06zelligi nedeniyle kolostrum o6rneklerinin toplanmasi, saklanmasi ve

Olciim asamalarinda giin 1s18iIndan korunmasina 6zen gosterildi.
3.4. Yontemler
3. 4. 1. Neopterin Diizeylerinin Belirlenmesi

Analiz ginl, dondurucudan cikarilan ve oda isisinda isiktan korunarak
¢o6ziinmesi beklenen her bir kolostrum 6rnegi vortekslendi ve eppendorflara aktarildi.
6000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Yag tabakasi ayrilan 6rnek siipernatanlari, standart
ve kontrol ¢ozeltilerinin her birinden 20 pl alinarak ELISA plagi kuyucuklarina ilave
edildi. 100 pl enzim konjugati c¢ozeltisi ve 50 pl neopterin antiserum plak
kuyucuklarina ilave edildi. Plak isiktan korunarak oda isisinda yatay ¢alkalayicida 500

devir/dk’da 90 dakika inkiibasyona birakildi.

90 dakika sonunda kuyucuklardaki ¢ozeltiler uzaklastirildi ve hazirlanan
ytkama solisyonundan her seferinde 300 ul kullanilarak 4 kez yikandi. Her bir
kuyucuga 150 pl TMB substrat ¢ozeltisi eklendi ve plak oda sicakhginda, i1siktan
korunarak, yatay c¢alkalayicida 500 devir/dk hizda 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra
her bir kuyucuga 150 ul TMB durdurma solisyonu eklendi. 450 nm dalga boyunda
ELISA plak okuyucuda optik dansiteler olgtld.

3. 4. 2. Orneklerde Neopterin Konsantrasyonlarinin Hesaplanmasi

Sonuclar degerlendirilirken neopterin dizeylerine karsilik gelen optik dansite
degerleri kullanilarak kalibrasyon dogrusu hazirlandi ve o6rneklerdeki neopterin

konsantrasyonlari hesaplandi ve nmol/L olarak ifade edildi.
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3.4.3. Triptofan ve Kiniirenin Diizeylerinin Belirlenmesi

Her bir 6rnekten 100 pl alinarak 0,015 M KH,PO4 tamponu, pH: 6,4 ile 1:2
oraninda seyreltildi. 50 pl perklorik asit ¢ozeltisi ilave edilerek protein ¢oktiirme
islemi yapildi. Anne sitlindeki kinlirenin miktari cok dislik oldugu icin 6rnekler 100

pl kindrenin g¢ozeltisi ile spike yapildi.

Tupler vortekslenmeyi takiben 10 dakika sureyle 15000 devir/dk’da
santrifljlendi. Stipernatanlar 400 pl alinarak viallere aktarildi. 25 pl hacimde HPLC
enjeksiyonu yapildi. Hareketli faz olarak 0,015 M KH;PO4 tamponu kullanildi ve 0,8
ml/dk akis hizinda 6l¢timler yapildi.

Triptofan diizeylerinin belirlenmesinde floresan dedektor (eksitasyon dalga
boyu 285 nm, emisyon dalga boyu 365 nm), kinlirenin dizeylerinin saptanmasinda
ise ultraviyole dedektor (dalga boyu 360 nm) kullanildi. Her iki 6lcim es zamanli
yapildi ve triptofan ve kiniirenin mol/L olarak hesaplandi. indolamin 2,3-dioksijenaz
aktivitesini ifade etmek icin, her bir o6rnekteki kinlirenin konsantrasyonunun, o
ornekteki triptofan konsantrasyonuna orani (Kyn/Trp) kullanildi ve pmol/mmol

olarak ifade edildi.

3.4.4. Triptofan ve Kiniirenin Standart Kalibrasyon Dogrularinin

Hazirlanmasi

1 mM standart konsantrasyonda hazirlanan triptofan ve kinlrenin stok
standart cozeltileri, cesitli konsantrasyonlarda otomatik Ornekleyici ile sisteme
yuklendi. Standart konsantrasyonlara karsilik gelen pik ylksekleri kullanilarak

kalibrasyon dogrulari hazirlandi.

Orneklerdeki triptofan ve kiniirenin konsantrasyonlarinin belirlenmesinde,

standartlarla hazirlanan kalibrasyon dogruru kullanildi.
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3.4.5. Kullanilan Yontemlerin Gegerliliginin Degerlendirilmesi
Yontemin Geri Kazanim Oraninin incelenmesi

Distile su ile albiminsiz olarak hazirlanan 12.5, 25, 50, 75 uM standart
triptofan ve 2.5, 5, 10, 15 uM standart kinlrenin ¢ozeltileri analiz edilerek triptofan

ve kindrenin igin kullanilan yéntemin geri kazanim oranlari saptandi.
Yoéntemin Tekrarlanabilirliginin (Kesinliginin) incelenmesi

Rastgele secilen ayni kolostrum 6rnegi kullanilarak, ayni glin yapilan 6él¢timler
ile triptofan ve kinlirenin igin glin igi varyasyon katsayisi (VK) bulundu. Ginler arasi %
VK degerleri ise ayni yontemin farkh tarihlerde uygulanmasi sonucu saptanan

Olglimlerin sonuglar kullanilarak hesaplandi.
Yéntemin Duyarliliginin incelenmesi

Yiiksek basingh sivi kromatografisi kullanilarak élcilen triptofan ve kintirenin
icin belirlenebilen ve 6lcllebilen en dislik degerler olan nitel (NTL) ve nicel (NCL)

konsantrasyonlar hesaplandi.
3.4.6. istatistiksel Degerlendirme

Demografik bilgiler ile 6lciimler sonucunda elde edilen veriler, “Statistical
Package for the Social Sciences” (SPSS) istatistik yazihmi kullanilarak degerlendirildi.
Neopterin, triptofan, kinlirenin ve Kyn/Trp oranlar aritmetik ortalama ve standart
sapma (hata) ile gosterildi. Tanimlayici istatistikler ve bagimli degiskenler arasindaki
iliski korelasyon analizi ve basit regresyon analizi ile degerlendirildi. Alfa degeri 0,05

olarak secilerek, p<0,05 istatistiksel olarak anlamli 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4. 1. Neopterin Diizeyleri

Neopterin dlzeyleri ELISA kit kullanma talimati ile hazir standart ¢ozelitiler ile
yapilan Olgiimlerle elde edilen kalibrasyon dogrusu kullanilarak hesaplanmistir. Sekil
4.1’de standart neopterin c¢ozeltileri ile elde edilen kalibrasyon egri 6rnegi

gosterilmistir.

Standard Curve

0,94

0841

0,74

0,64 S

Mean Value

0,54

0,44

0,34 ] ™

0,24 1 -
1 10 100 1000

Concentration

y=((A-DY(1+(xC)'B))+D: A B c D R*2
O Std (Standards: Concentration vs Mean Value) 0,956 0,778 16,311 0,075 0,997

Sekil 4.1. Neopterin kalibrasyon egri 6rnegi.

4. 2. Triptofan ve Kiniirenin Diizeyleri
Triptofan ve kinlrenin standart ¢ozeltileri kullanilarak es zamanli elde edilen

pik ornekleri Sekil 4.2’de verilmistir. Sekil 4.3’te ise rastgele secilen bir kolostrum

ornegine ait triptofan ve kinitirenin kromatogramlari gésterilmistir.
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Sekil. 4.2. Triptofan ve kinlirenin standartlarina ait kromatogramlar.
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Hareketli faz: %7 (h/h) asetonitril iceren 0,015 M KH2PO4, pH: 6,4 Tamponu. Akis hizi: 0,8 ml/dk. A)

Floresan dedektor: Triptofan (Aeks: 285 nm, Aem: 365 nm) B) UV dedektoér: Kindrenin, A: 360 nm.

FLD1 A, Ex=286, Em=366 (KT 200820\ T200820 2020-08-20 18-33-53\026-2601.0)

Sekil. 4.3. Kolostrumda triptofan ve kinlirenin kromatogram érnekleri.

Hareketli faz: %7 (h/h) asetonitril iceren 0,015 M KH2PO4, pH: 6,4 Tamponu. Akis hizi: 0,8 ml/dk. A)
Floresan dedektor: Triptofan (Aeks: 285 nm, Aem: 365 nm) B) UV dedektor: Kindrenin, A: 360 nm.
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4. 3. Triptofan ve Kiniirenin Standart Kalibrasyon Dogru Ornekleri

Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan standart triptofan ve kinlirenin
cozeltileri ile kalibrasyon dogrusu hazirlanmistir (Sekil 4. 4). Validasyon ¢alismalariile
tim serum oOrneklerindeki triptofan ve kinlrenin duzeyleri, ilgili kalibrasyon

dogrusuna ait denklem kullanilarak hesaplanmistir.

4u
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Sekil 4.4. Triptofan ve kinlirenin standartlarina ait kalibrasyon dogrulari.
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4. 4, Triptofan ve Kiniirenin i¢in Uygulanan Yontemin Validasyon Calismalari

4.4.1. Geri Kazanim Oraninin incelenmesi

Tablo 4.1. Triptofan igin yontemin geri kazanim orani.

TRIPTOFAN (pM)
Ornek Beklenen Diizey | Saptanan Diizey | % Geri Kazanim
SST-1 12,5 13,37 106,96
SST-2 25 25,20 100,8
SST-3 50 56,09 112,18
SST-4 75 67,54 90,05
Ortalama geri kazanim = SS 102,50 + 9,51

Tablo 4.2. Kinlirenin icin yéntemin geri kazanim orani.

KiNURENIN (uM)
Ornek Beklenen Diizey | Saptanan Diizey | % Geri Kazanim
SST-1 2,5 2,42 96,8
SST-2 5 4,63 92,6
SST-3 10 10,19 101,9
SST-4 15 11,98 79,87
Ortalama geri kazanim = SS 92,79 +9,42

4. 4. 2. Yontemin Tekrarlanabilirliginin (Kesinliginin) incelenmesi

Rastgele segilen serum ornekleriile ayni giin ve farkli glinlerde ayni kosullarda

HPLC yontemi ile triptofan ve kinlirenin diizeyleri 6lcilerek glin ici ve giinler arasi

Olclimlerin tekrarlanabilirligi incelendi.

Gln ici ve glinler arasi 6lglimlerin % varyasyon katsayisi (VK) ayni glin ve farkli

glnlerde iki kez 6lcim yapilarak degerlendirilmis ve sirasiyla Tablo 4.3 ve 4.4’te

verilmistir.
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Tablo 4.3. Ginigi 6lglimlere ait varyasyon katsayilari.

Olgiim Giin ici, % VK
Triptofan (uM) Kintrenin (LM)
OrtalamatSS | % VK | OrtalamaxzSS | % VK
1. 10,33+0,21 2,03 0,231£0,0113 4,9
2. 6,87+0,08 1,16 | 0,22+0,0033 1,5
3. 30,8+0,31 1 0,41+0,018 4,3
Ortalama % VK 1,4 3,6

Tablo 4.4. Ginler arasi 6l¢ciimlere ait varyasyon katsayilari.

Olgiim Giinler arasi, % VK
Triptofan (uM) Kinilirenin (uM)

OrtalamatzSS | % VK | OrtalamatSS | % VK
1. 6,8710,24 3,44 0,87+0,04 4,66
2. 12,81+0,43 3,32 03,0632+0,08 | 2,49
3. 35,97+2,26 6,30 1,62+0,16 9,57
4, 26,54+2,02 7,60 4,09+0,50 12,34
Ortalama % VK 5,2 7,3

4. 4. 3. Yontemin Duyarliliginin incelenmesi

Triptofan ve kinirenin icin saptanabilir alt limiti ifade eden nitel limit (NTL) ve
nicel limit (NCL) incelenmistir. Yontemin duyarliligini gosteren bu degerlerden NTL
triptofan ve kinurenin igin sirasiyla 1,32 ve 0,12 uM olarak hesaplanmistir. NCL deger

ise triptofan ve kiniirenin igin sirasiyla 4,0 ve 0,37 uM olarak hesaplanmistir.
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4. 5. Katihmcilarin Neopterin, Kiniirenin ve Triptofan Diizeyleri

Sunulan yuksek lisans tez projesi kapsaminda, yeni dogum yapan 17 anneden
alinan kolostrum o&rneklerinde belirlenen neopterin, triptofan ve kinirenin
konsantrasyolari ile IDO aktivitesini ifade eden Kin/Trp dizeyleri hesaplanmistir. Bu
degerler Tablo 4.5’te sunulmustur. Kolostrum o6rneklerinde saptanan neopterin,
triptofan ve kinlrenin diizeyleri ile Kyn/Trp degerleri arasinda istatistiksel anlamli bir
iliski olup olmadigi incelenmistir. Tablo 4.6’da korelasyon degerleri (Rs) ve p degerleri
gosterilen korelasyonun istatistiksel olarak anlamh olmadigi bulunmustur (Timd,

p>0,05).

Ornek alinan yeni dogum yapmis katilimci annelerin yaslari ile tez kapsaminda
kolostrum  o6rneklerinde belirlenen  neopterin, triptofan ve kinlrenin
konsantrasyonlari ile Kyn/Trp dlzeyleri arasinda herhangi bir istatistiksel iliski olup
olmadigi incelenmistir. Kolostrum 6rneklerinde (n=17) belirlenen bu degiskenler ile
annelerin yasi arasinda istatistiksel anlamli bir iliski olmadigi bulunmustur (Sekil 4.5).
Kolostrum orneklerinde belirlenen neopterin, triptofan ve kinlrenin dizeyleri ile
Kyn/Trp degerleri arasinda herhangi bir istatistiksel olmayan iliski korelasyon katsayisi
(Rs) ve p degerleri ile ifade edilmistir Sekil 4.5'te sunulmustur. Anne yasi ile kolostrum
triptofan dizeyleri arasinda negatif iliskili oldugu, ancak neopterin ve kinilirenin
konsantrasyonlari ile Kyn/Trp degerlerinin pozitif degisme egiliminde oldugu

saptanmistir (Tim, p>0,05).

Kolostrum 6rnegi alinan annelerin daha 6nce dogum yapip (n=2) yapmadiklari
(n=15) ve dogum sekilleri (normal, n=7; sezeryan, n=10) sorgulanmis ve buna gore alt
gruplama yapilmistir. Bu degiskenler ile annenin Rh faktori, kan grubu, sigara icme
aliskanligi ve bebegin cinsiyeti ile Olclilen parametreler ile alt siniflamalar
ayrintilanmistir. Bu sekilde yapilan alt gruplamalara gore belirlenen parametreler
(neopterin, triptofan, kintrenin ve Kin/Trp) degerlendirilmistir. Demografik
Ozelliklere gore alt gruplarda, Olcllen parametrelerin istatistiksel olarak anlamh
olmadigl bulunmus ve alt gruplar arasinda istatistiksel degerlendirmelere iliskin p

degerleri Tablo 4.7.'de gbsterilmistir.



Tablo 4.5. Neopterin, kinlrenin ve triptofan dlizeyleri.
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Ortalama + SH
(Minimum - Maksimum)
Triptofan Kinlrenin Kyn/Trp Neopterin
(umol/L) (umol/L) (umol/mmol) (nmol/L)
17,29 +£62,43 0,45 £ 0,03 153,92 + 65,35 28,88+ 2,6
Toplam  n=17 (0,62-46,11) (0,22-0,73) (4,97-828,81) (13,91-47,41)
8,64%2,1 0,50%0,53 166,38 + 110,76 30,59 + 4,88
Var (n=7)
< E (0,8-16,35) (0,39-0,73) (23,98-828,81) (16,12-47,41)
O H»Hhop
=S 8 23,35 +5,37 0,41 +0,034 145,20 + 84,63 27,69+ 2,98
Yok (n=10)
(0,78-46,11) (0,22-0,54) (4,97-592,13) (13,91-43,89)
4,45 + 3,65 0,53+0,13 438,79 + 390,02 19,64 £ 0,30
= Normal (n=2)
S (0,8-8,09) (0,40-0,66) 48,76-828,81) (19,34-19,94)
£
® 19,0+ 3,94 0,44 £ 0,03 115,94 + 56,64 30,11 +2,79
a Sezeryan (n=15)
(0,62-46,11) (0,22-0,73) (4,97-707,5) (13,91-47,51)
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Tablo 4.6. Analiz edilen triptofan, kintirenin, Kyn/Trp oranlari ve neopterin iliskisi.

Parametre Triptofan Kinlrenin Kin/Trp
Rs=-0,089
KinUrenin
P=0,735
Rs=-0,944 Rs=0,346
Kin/Trp
P=0,000 P=0,174
Rs=0,025 Rs=0,034 Rs=0,051
Neopterin
P=0,926 P=0,896 P=0,844

p = 0,235; Rs=0,363
p = 0,300; Rs=0,242 p = 0,446; Rs=0,073

Sekil 4.5. Anne yaslari ile triptofan, kintrenin, Kyn/Trp oranlari ve neopterin iliskisi.

Annelerin daha 6nce dogum yapma/yapmama durumu, dogum sekilleri,

annenin Rh faktorinin negatif veya pozitif olmasi ile kan gruplari ve sigara icme
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aliskanliklarinin kolostrum neopterin, triptofan, kintirenin ve Kin/Trp duzeylerine

etkisinin olmadigi anlasiimistir (Tim, p>0,05).

Tablo 4.7. Demografik 6zelliklere gore 6lglilen parametrelerin alt gruplar arasinda
yapilan istatistiksel degerlendirmelere iliskin p degerleri.

Degisken Triptofan Kiniuirenin Kin/Trp Neopterin
Daha 6nce dogum () 0,143 0,659 0,079 0,696
Rh faktorii () 0,529 0,411 0,313 0,614
Kan grubu (A, B, O) 0,101 0,505 0,377 0,686
Sigara icme aliskanhgi (1) 0,371 0,203 0,766 0,881
Bebegin cinsiyeti (K, E) 06,88 0,880 0,688 0,421
Dogum sekli (N/S) 0,233 0,765 0,180 0,297
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TARTISMA

Kolostrum, memeli tliriine bagli olarak dogum sonrasi donemde ilk 24-96 saat
boyunca bir memeli tarafindan Uretilen ilk sGttir (159). Yeni dogan bebegin anne
memesinden alacagi ilk besin olan kolostrum, 6zel olarak ¢ok besleyicidir; yenidogani
pek ¢ok hastaliktan/patojenden korur ve immiin sistemi icin ilk asi gibidir. ilk sit
miktari az olmasina karsin, ilk ginlerde yenidoganin beslenmesi ve gastrointestinal
sistemin iyi calismasi icin yeterlidir. Onemli olan annenin dogumdan sonra en kisa
zamanda hemen emzirmeye baslamasidir ve sik araliklarla emzirerek bebegin bu ilk
st mimkiin oldugunca ¢ok almasina ¢aba harcamasidir. ilk giinlerde sik emzirme,
ayni zamanda daha sulu ve bol olan “olgun” siit yapimini hizlandirir. Bebek biytdikce
gereksinimleri karsilayacak sekilde anne sit icerigi degisir (160). 2021 yilinda Keikha
ve ark. yayinladiklari sistematik derlemede, anne siitliniin bilesiminin genellikle anne
beslenmesine bagli oldugu ve anne tarafindan kullanilan A vitamini, D vitamini, B1
vitamini, B2 ve C vitamini de dahil olmak lizere bazi besin takviyelerinin insan siitline
yansiyabilecegini ve kolostrumda mikro ve makro nutrientlerin olgun siitten daha
fazla bulunabilecegi bildirilmistir. Yapilan c¢alismalarin derlendigi bu makalede,
annenin diyeti ve aldigi vitamin ve/veya mineral desteklerinin, ozellikle yagda
¢Ozlinen vitaminler, B1 B2 ve C vitaminlerinin anne siitl bilesimine yansiyabilecegi
bildirilmistir; bununla beraber, mega doz ile minerallerin tek doz uygulamasi arasinda

fark bulunmadigi da bildirilmistir (161).

Kolostrum, yenidogani viral ve bakteriyel enfeksiyonlardan korumak ve
dogumda bagisiklik sistemi fonksiyonunu desteklemek icin IGA, IgM ve IgG
immunoglobilinlerinin ideal bilesimini, bliyime faktorleri, antikorlar, vitaminler,
mineraller, enzimler ve amino asitleri icerir. Th1 tipi immiin yanitlar sirasinda, hiicre
aractll immuin yanitlarin gelisimi icin 6nemli roll olan proinflamatuvar fonksiyonlara
aracilik eden aktive edilmis T hiicreleri tarafindan IL-2 veya IFN-y gibi blylik miktarda
sitokinler salinir. Diger yolaklarin yani sira, T-hiicresi tlirevlenen IFN-y, makrofajlarda
indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO) enziminin aktivasyonunu indiikler ve bu enzim

triptofani N-formilkintrenine ve daha sonra kiniirenine dénistirir (162).
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Bu tez calismasinin birincil amaci, insan anne ilk sitlindeki neopterinin
fizyolojik diizeylerini belirlemekti. Pteridin grubuna ait disik molekidl agirlikh bir
bilesik olan neopterin, neoplazma ve viral enfeksiyonlarda ylikselir; glinimizde
hiicresel immin yanitin aktivite belirteci olarak kabul edilmektedir. Cesitli
enfeksiyonlar, otoimmiin bozukluklar ve greft versus-host reaksiyonlarinda artmis
neopterin konsantrasyonlari saptanmaktadir. Neopterinin, reaktif oksijen tiirleri dahil
olmak Uzere serbest radikallerin sitotoksisitesini modiile eder, anti-oksidan
reaksiyonlari indukleyerek veya inhibe ederek etki eder. Neopterin konsantrasyonu
ile ROS seviyesi arasindaki pozitif korelasyon nedeniyle, bu bilesigin immun aracili
oksidatif stresin ciddiyetinin dolayli bir belirteci oldugu da distnilmektedir.
Neopterinin bagisiklik sistemine dahil olmasi nedeniyle yanit ve antioksidatif
sureglerin belirlenmesi bu bilesigin konsantrasyonu ti¢ durumda yararli olabilir: klinik
fonksiyonlar: ayirici tani koymak, hastaligin seyrini izleyerek formile etmek ve 6ngori
yapmak (88). Cocukluk ¢ag malniitrisyonuna bagh immin iliskili inflamatuar
markorlerin degerlendirildigi Lima ve ark. ¢alismasinda, miyeloperoksidaz, neopterin
ve kalprotektin dahil olmak Gizere bagirsak ve sistemik inflamasyon biyobelirteglerinin
ylksek olmasinda, anne siitl ile beslenen veya beslenmeyen ¢ocuklar arasinda fark

olmadigi bildirilmistir (163).

Kinlrenin yolagi olan Trp'nin Kin'ye biyotransformasyonu esnasinda immin
system gorevine baslar; 6rnegin sitokinler dahil biyoaktif molekillerin indiksiyonu,
T-hiicre diizenlemesi, maternal-fetal immiin tolerans dizenlenir (164). IDO,
antimikrobiyal immiin yanit sirasinda hiicre ici bakteri ve virlislerin baskilanmasinda
merkezi bir rol oynar; ¢linkii devam eden triptofan bozunmasi, bu esansiyel amino

asidin yoksunluguna bagh olarak protein biyosentezini sinirlar (165).

insan doku ve viicut sivilarinda 10 farkli pterin bilesigi bulunmaktadir.
Bunlardan neopterin sadece insan ve primatlarda bulunmasi nedeniyle calismalarda
onemli bir yer almaktadir (40). Neopterin, glinimuiizde hiicresel bagisiklik sistemi
aktivasyonunun biyokimyasal gostergesi olarak kabul edilmektedir. interferon-

gama'nin dogrudan olcimi ile karsilastirildiginda, neopterin seviyelerinin
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belirlenmesinin gesitli Gstinliikleri bulunmaktadir. interferon-gama hizli bozulmaya
maruz kalir ve ¢ozlinebilir veya hiicreye bagl reseptorlere baglanabilir; neopterinde
ise bu durumlar s6z konusu degildir (54). Neopterin konsantrasyonlari, belirli bir
hastalik durumunda kontrollere kiyasla anlamli sekilde artabilir ve belirli bir hastadaki

neopterin konsantrasyonlarinin belirlenmesi ve izlenmesi 6nemlidir (166).

Cesitli vicut sivilarinda neopterin ve kinirenin dizeyleri farkli yontemlerle
belirlenmesine ragmen anne sitl ve kolostrumda neopterin diizeylerinin ve
kinlirenin yolaginin es zamanl belirlenmesine yonelik ¢alismalar yetersizdir. Sunulan
bu yiksek lisans tez c¢alismasinin amaci, yeni dogum yapan annelerden alinan
kolostrum o6rneklerinde neopterin, kinlrenin, triptofan dizeyleri ile Kyn/Trp
oranlarinin  hesaplanarak elde edilen DO aktivitesinin belirlenmesi ve
degerlendirilmesidir. Bu degiskenlerin dogum sekli, annelerin dogum yasli, daha 6nce
dogum yapip yapmadiklari, bebeklerin cinsiyeti, annenin kan grubu ve sigara icme
aliskinliklari ile degismesi de arastiriimistir. Calisma grubu Tekirdag Ozel Star Medica
Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Kliniginde dogum yapan ve calismaya

katilmaya onam veren kadin bireylerden olusturulmustur.

Tez c¢alismasinda kindrenin yolagl ile iliskili parametrelerin ylksek
performansli sivi kromatografisinde 6lcimu icin validasyon calismalari yapilmistir.
Uygulanan yontemin duyarhl, kesin, tekrarlanabilir, dogru ve 06zgiin oldugu
gosterilmistir. Nitel limit ve nicel limit degerleri saptanan yéntemin ideal analitik
yontem degerlerinde olmasi gereken degerlerde disiik oldugu saptanmistir. ELISA
ticari kitleri ile 6l¢lilen neopterin dizeyleri, kit icerisinde negatif ve pozitif refereans

orneklerin bulunmasi nedeniyle ile ilave validasyon galismasi yapiimamistir.

Sunulan yuksek lisans tez projesi kapsaminda, yeni dogum yapan 17 anneden
alinan kolostrum o6rneklerde belirlenen neopterin, triptofan ve kindrenin
konsantrasyonlariile IDO aktivitesini ifade eden Kin/Trp dizeyleri hesaplanarak Tablo
4.5'te sunulmustur. Kolostrum o6rneklerinde saptanan neopterin, triptofan ve
kintrenin dizeyleri ile Kyn/Trp degerleri arasinda istatistiksel anlamli bir iliski olup

olmadigi incelenmistir. Tablo 4.6’da korelasyon degerleri (Rs) ve p degerleri



53

gosterilen korelasyonun istatistiksel olarak anlamli olmadig bulunmustur (Timd,
p>0,05). Ornek alinan yeni dogum vyapmis katimci annelerin yaslar ile tez
kapsaminda kolostrum o&rneklerinde belirlenen neopterin, triptofan ve kiniirenin
konsantrasyonlari ile Kyn/Trp diizeyleri arasinda herhangi bir istatistiksel iliski olup
olmadigi incelenmistir. Kolostrum &rneklerinde (n=17) belirlenen bu degiskenler ile
annelerin yasi arasinda istatistiksel anlamli bir iliski olmadigi bulunmustur (Sekil 4.5).
Kolostrum orneklerinde belirlenen neopterin, triptofan ve kinirenin dizeyleri ile
Kyn/Trp degerleri arasinda herhangi bir istatistiksel olmayan iliski, korelasyon
katsayisi (Rs) ve p degerleri ile ifade edilmis ve Sekil 4.5'te sunulmustur. Anne yasi ile
kolostrum triptofan dizeyleri arasinda negatif iliskili oldugu, ancak neopterin ve
kintrenin konsantrasyonlari ile Kyn/Trp degerlerinin pozitif degisme egiliminde

oldugu saptanmistir (Tumda, p>0,05).

Kolostrum 6rnegi alinan annelerin daha 6nce dogum yapip (n=2) yapmadiklari
(n=15) ve dogum sekilleri (normal, n=7; sezaryen, n=10) sorgulanmis ve buna gore alt
gruplama yapilmistir. Bu degiskenler ile annenin Rh faktord, kan grubu, sigara icme
aliskanligi ve bebegin cinsiyeti ile O&lgllen parametreler ile alt siniflamalar
ayrintilanmistir. Bu sekilde yapilan alt gruplamalara gore belirlenen parametreler
(neopterin, triptofan, kintrenin ve Kin/Trp) degerlendirilmistir. Demografik
Ozelliklere gore alt gruplarda, Olgllen parametrelerin istatistiksel olarak anlaml
olmadigl bulunmus ve alt gruplar arasinda istatistiksel degerlendirmelere iliskin p
degerleri Tablo 4.7'de gosterilmistir. Annelerin daha énce dogum yapma/yapmama
durumu, dogum sekilleri, annenin Rh faktériinlini negatif veya pozitif olmasi ile kan
gruplari ve sigara icme aliskanliklarinin kolostrum neopterin, triptofan, kiniirenin ve

Kin/Trp diizeylerine etkisinin olmadigi anlasiimistir (Timd, p>0,05).

Kan, idrar, beyin omurilik sivisi, gz yasi, sinoviyal sivi, pankreas suyu, tikurdk,
asit sivisi ve anne siitl dahil olmak lzere biyolojik sivilarda neopterin dizeyleri
saptanmis ve referans araliklari belirlenmistir. Patolojik streclerin yani sira, biyolojik
materyaldeki neopterin konsantrasyonlari fizyolojik durum, yas, kan grubu, irk ve

cinsiyet gibi diger birey ozellikleri ile de modiile edilebilir (88). Groer ve ark. yaptiklari
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bir arastirmada, kontrol kadinlara kiyasla dogum yapan annelerde kan neopterin
diizeylerinin daha yiksek oldugunu, ancak dogum sonrasi 4.-6. haftalarda sadece
emziren ve sadece mama veren annelerdeki neopterin dlzeyleri arasinda farkh
olmadigini saptamislardir (167). Besinlerin ve pasif imminite bilesenlerin yani sira,
insan anne siitl de yenidogan sagligini olumsuz yonde etkileyen bircok faktérden bir
vektor olusturabilir. Kan-siit bariyerinin nispeten segici olmayan gegirgenligi
nedeniyle emziren kadinin maruziyeti anne siitlinde zararh kimyasal, fiziksel ve
biyolojik faktorler bulunmasina yol agabilir. Ayrica, anne viicudunun patolojik
surecleri anne sitlinln beslenme profili Gzerinde zararli bir etkiye sahip olabilir.
Sonuc olarak, anne siti glvenliliginin evrensel bir belirtecine gereksinim vardir.
immiinite ve antioksidatif siireclere katiimi nedeniyle, neopterin dogal bir giivenlilik
markori olarak dislintlebilir. Bununla birlikte, 6rnek toplamadaki hafif zorluklar ve
insan sutldnln bilesimini potansiyel olarak modile edebilecek cgesitli faktérlerden
kaynaklanan nedenlerden dolayr insan anne sitiindeki neopterinin fizyolojik
konsantrasyonu ve potansiyel modilatérleri hakkinda az sey bilinmektedir. Daha
once yapilan birgok ¢calismada, gcevresel ve gebelik-dogum siireglerindeki faktorleri
gibi laktasyon siireci ve tek bir beslenmenin evresini iceren laktasyon 6zellikleri ile

anne sttinin bilesiminin modiile edildigini gdsterilmistir (88).

insan siitli, yasamin ilk 6 ayinda bebekler icin en uygun besin kaynagi olarak
bilinir. Tamamlayici gidalar ile anne siitl verilmesine, bebegin hayatinin ikinci yilinin
sonuna kadar uygun sekilde devam ettirilmelidir. insan siitiiniin bebegin bilylimesi ve
gelisimi Gzerinde dnemli bir etkisi vardir ve insan siitlinin bilesimi Uzerine yapilan
calisma 6énemlidir. insan sitiiniin bilesimi ve insan sitiiniin bilesiminin bebek
mamalari ile karsilastiriimasi tzerine bir¢cok ¢alisma yapilmistir. Standart ve sabit bir
bilesime sahip bebek mamasinin aksine, insan siitl bilesimi anne yasi, anne dogum
sayisl, beslenme faktorleri, davranis faktorleri, anne hormonlari, cevresel faktorler,
bebek cinsiyeti, emzirme siresi ve diger bircok faktor gibi faktorlere bagli olarak
degisir. insan sitiiniin bilesimi (izerindeki en biiyik etkenlerden biri, annenin
beslenme durumu ve diyetidir (162). Anne siti icerigindeki neopterin ile ilgili az

sayidaki calismalardan ilki Dhondt ve ark. tarafindan yayinlanmis ve dogumdan 1
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hafta sonra neopterin konsantrasyonu 15,8 + 7,4 nmol/L olarak bildirilmistir (119).
Dogumdan sonraki ilk 30 giin boyunca anne sitli neopterin konsantrasyonundaki
degisikliklerin izlendigi Lizuka ve ark. tarafindan yapilan galismada, insan sitiinde
neopterin konsantrasyonunun dinamikleri farkh oldugu, neopterin
konsantrasyonunun dogumdan sonraki 1 giinde en yliksekken sonrasinda kademeli
olarak azaldigi ve 8. glinde minimum dizeye indigi raporlanmistir (9). Plata-Nazar ve
ark., laktasyonun cesitli asamalarinda anne siitli neopterin konsantrasyon araligi,
dogumdan 2-4 giin sonra 15,4-19,2 nmol/L, 15. giinde 20,2-23,0 nmol/L, 30. giinde
20,8-24,5 nmol/L ve 90. glinde 16,9—20,4 nmol/L oldugunu bildirmislerdir (88). Anne
sutl neopterin konsantrasyonunun laktasyon evresine bagl olarak degistigini
gosteren bu calismada, dogumdan 2-4 gilin sonra en disiik neopterin dlizeylerinin
oldugu, zamanla bu konsantrasyonlarin arttig1 ve yaklasik 30. giinde en yiksek
degerine ulastigl raporlanmistir. Laktasyonun 90. gilinliinde, neopterinin anne suti
konsantrasyonu dogumdan hemen sonraki diizeylere geriledigi bildirilmistir (88). Tez
¢alismasinda, insan kolostrum o6rneklerimizde neopterin dizeylerini 13,91-47,41
nmol/L olarak degisen dizeylerde oldugunu ve ortalama kolostrum neopterin
konsantrasyonun 28,88+2,6 nmol/L oldugu belirlenmistir. Saptanan bu dizeylerin
dogumdan sonra alinan anne siitlerinde belirlenen degerlere benzer oldugu, ancak
ortalama neopterin kolostrum diizeyininse daha yiiksek oldugu bulunmustur. Plata-
Nazar ve ark., insan anne siitlintn bilesiminin laktasyon asamasina bagli olarak ve tek
bir beslenme sirasinda degistigi fenomeninin, neopterin ile ilgili olarak
dogrulanmadigini ve baslangi¢ konsantrasyonu 7 ve 15 dakikalik beslenmede 6nemli
Olciide degismedigini bildirmislerdir. Neopterin belirlenmesi igin st Orneklerinin
beslenme sirasinda herhangi bir zamanda alinabilmesinin, klinik uygulamada yararli
olabilecegi ve neopterin insan anne sutinin bir glvenlilik belirteci olarak
kullanilabilecegini raporlamislardir (88). Tez calismasinda dogumdan sonraki ilk 24
saat icerisinde toplanan ilk siit degerlendirilmis, her anneden bir defa 6rnek
alinmistir; bu nedenle, emzirme siiresince neopterin dlzeylerinin degisimi
incelenmemistir. Gebelik fizyolojik slirecinin artmis neopterin kan konsantrasyonlari

arasinda iliskilinin bulundugu bildirilmistir. Dogumdan hemen sonra, neopterin kan
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konsantrasyonu Uglincl trimesterde gozlenene benzer sekilde yikselir; daha sonra
yavas yavas azalir ve yaklasik 6. haftada gebelik 6ncesi diizeylere inmektedir. Bu
nedenle, dogumdan sonra kan neopterin konsantrasyonunun dinamikleri, gesitli
laktasyon donemlerinden itibaren anne siitlinde bildirilen sonuglarla tutarl degildir.
insan siitlinde bulunan neopterinin, emziren annenin kanindan degil, meme bezinde
sentezlendigi dusiinilmelidir (168). Ganglberger ve ark. ile Arntzen ve ark.,
neopterinin anne sutl konsantrasyonunun kan veya idrar konsantrasyonu ile iliskili

olmadigini gostermislerdir (169, 170).

Plata-Nazar ve ark., annenin O, A, B ve AB kan gruplarina gore dogumdan
sonraki 2-4 giin meme sltlinde neopterin dizeyleri (18,32+7,45; 19,35+6,18;
17,42+8,37 ve 24,21+6,65, sirasiyla) arasindaki degisimin istatistiksel olarak anlamli
olmadigini bildirmislerdir (88). Sunulan tez calismasinda anne vyasinin, dogum
seklinin, anne kan grubunun ve sigara igme durumunun kolostrum neopterin
diizeylerin Uzerinde istatistiksel olarak anlaml bir etkisinin olmadigini géstermistir.
Bu sonug, daha once Plata-Nazar ve ark. (88) calisma sonuglari ile uyumludur ve
incelenen eksternal faktorlerin neopterin dizeylerini etkilememesi, bu
arastirmacilarin bildirdikleri gibi, anne sltiinde neopterin diizeylerinin bagimsiz

glvenlilik belirteci olarak kullanilabilecegi hipotezine katki saglamistir.

inflamasyon ve immiin aktivasyon ile iliskili hastaliklarda, hizlandirilmis
triptofan yikimi serum triptofan konsantrasyonlarinda azalmaya ve IDO aktivitesini
gosteren kinlrenin-triptofan oranlarinda (Kyn/Trp) artisa neden olur (163). Triptofan
yikimi ile eszamanh olarak IFN-y, insanlarda T hicresi / makrofaj ekseninin
aktivasyonu icin baska bir belirteci temsil eden guanosinetrifosfat (GTP)-siklohidrolaz
| enziminin indiksiyonu yoluyla neopterin olusumunu da uyarir (39, 162). Dogrudan
Olclimlerini sinirlayan sitokinlerin kisa yart 6mri nedeniyle, IDO aktivitesinin
(Kyn/Trp) ve neopterin olusumunun belirlenmesi Th1 tipi bir immin yanitin
modilasyonunu degerlendirmek icin kullanilmaktadir (171). Duslik veya yiksek
miktarda laktoz iceren sigir kolostrumunun, uyarilmamis insan periferal kan

monontklear hicrelerinde (human peripheral blood mononuclear cells, PBMC) Thl
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tipi bir immun yaniti ve mitojenle uyarilmig hiicrelerde ise Thl tipi immin yanitla
indiiklenen biyokimyasal yolaklar Gzerinde gligli bir baskilayici etki olmak lzere
bifazik etki sekli olusturdugu gosterilmistir (172). Pedersen ve Hidaya, sigir
kolostrumu ile yaptiklari ¢alismada, uyarilmamis PBMC hiicrelerinde Th-1 tipi bir
immun aktivasyonun yani sira, mitojen uyarilmig PBMC'de Th-1 kaynakli biyokimyasal
yollar lzerinde glgli bir baskilama kapasitesi oldugunu saptamislar ve bifazik etki
saptadiklarini bildirmislerdir. Fitohemaggliitin (PHA) ile indiiklenen triptofan
yikiminda sigir kolostrumunun sipresyon potansiyeli, laktoferrin igerigi ile iliskili

olabilecegi rapor edilmistir (173).
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SONUC

Meme ile beslenen bebeklerde esansiyel amino asit triptofanin (Trp) tek
kaynagi anne siitlidir. Protein sentezi icin kullanilmayan triptofanin ¢ogu (%99)
kinGirenin yolu ile metabolize edilir. Trp metabolizmasinin kin yolunda iki enzim,
triptofan 2,3-dioksijenaz (TDO) ve indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO) yer alr. TDO
oncelikle strese duyarli bir enzimdir, IDO ise 6ncelikle immdn yanit veren bir enzimdir.
Hem TDO hem de IDO yollari katabolitler olan kinlirenin, néroprotektif kintirenik asit
(KYNA) ve norotoksik 3-hidroksikintirenin ve kinolinik asit Uretimine yol acar.
Triptopfanin anne kan diizeyleri olduk¢a degiskendir; TDO ve iDO'nun aktivitesi hem
gebelik sirasinda hem de dogum sonrasinda siki bir sekilde diizenlenmektedir.
IDO'nun, fetlsu T hicresi kaynakl lokal inflamatuar yanitlardan korudugu icin
gebeligin siirdirilmesi icin gerekli oldugu tespit edilmistir (174). Dolayisi ile, anne
sitiinde yer alan triptofan, metabolit kiniirenin ve IDO aktivitesinin serum
konsantrasyonlarinin yansimasi olabilecegi distunllmustir. Saghkh cocuklarda
Ulkemizde yapilan bir arastirmada, 0-5 yas grubunda (n=34) serum triptofan
konsantrasyonu 66,4+2,50 pumol/L, kiniirenin dizeyi 2,70+0,10 umol/L ve Kin/Trp
orani 41,8+2,80 umol/mmol olarak bildirilmistir (24). Orak hiicreli anemi hastasi
cocuklarda yapilan bir calismadaki kontrol grubu saglikli 28 cocukta yapilan
degerlendirmede serum Kin/Trp orani 32,77 + 6,19 olarak bulunmustur (176).
Kamimura ve ark., tarafindan yapilan bir arastirmada, laktasyonun Ugiinci gliniinde
39,4+3,1, besinci glininde 6,3+1,1 ve otuzuncu glinde 3,5+0,8 nmol/mL olarak total
triptofan dizeylerini bildirmislerdir ve bu Ug¢ giinde alinan 6rneklerdeki triptofan
anlamli farkli oldugunu raporlamislardir. Ayni ¢calismada, dogumdan sonraki birinci ve
besinci giin bebeklerden alinan kan 6rneklerinde belirlenen triptofan ve kinlirenin
dizeyleri arasinda anlamli bir fark olmadigini, ancak annelerinkinden daha ylksek
konstarsyonlarin oldugu gosterilmistir (177). Tez calismasi kapsaminda toplanan
kolostrum 6rneklerinde belirlenen triptofan, kintrenin ve Kin/Trp degerleri, sirasiyla
17,29+62,43 (0,62-46,11) umol/L, 0,45+0,03 (0,22-0,73) umol/L ve 153,92465,35
(4,97-828,81) umol/mmol olarak saptanmistir. Kaminura ve ark. tarafindan Gglinci

glin anne sitl orneklerinde bildirilen triptofan degerleri ile bu tez kapsaminda
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kolostrumlarda saptanan triptofan dizeyleri uyumludur. Ancak, triptofan ve
kinGrenin konsantrasyonlari ile kinlrenin biyotransformasyonunu gosteren IDO
aktivitesi olan Kin/Trp oranlarina ait minimum ve maksimum degerlerin genis bir
aralikta oldugu gorilmustir. Sayi az oldugu icin minimum ve maksimum sonuglarin
farkl olmasina ragmen bu alt siniflamadan (dogum sekli, dnceki dogum varligl, sigara

icme aliskanligl, kan grubu, Rh faktori, anne yasi) bir fark olmadigi diistintimustr.

Sonuc olarak, bu tez calismasinda saglikh annelerin ilk sit orneklerinde
neopterin, triptofan ve kinlrenin dizeyleri saptanmis ve IDO aktivitesini yansitan
kinlreninin triptofana orani degerlendirilmistir. Kolostrumdaki neopterin diizeyleri
ile kinUrenin yolaginin, yenidogan gelisimi ve saglkli yasamin ilk glnlerinde

degiskenlik gosterdigi belirlenmistir.
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