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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

APC Antijen sunucu hiicreler

BH,4 Tetrahidrobiopterin

BOS Beyin omurilik sivisi

ECD Elektro kimyasal detektor
ELISA Enzim linked immiino assay
GCH-1 Guanozin trifosfat siklohidrolaz-1
GTP Guanozin trifosfat

HCI Hidroklorik asit

HOCI Hipokloroz asit

H,O Su

H,0, Hidrojen peroksit

H3;PO, Ortofoforik asit

1IkB Inhibitér kB

INF-y Interferon gama

IL Interldkin

iNOS Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
KCI Potasyum kloriir

KH,PO, Potasyum dihidrojen fosfat
K;HPO, Dipotasyum hidrojen fosfat

L Litre

M Molarite

mg milligram

mL Millilitre

pL Mikrolitre

mM Millimolar

mm Millimetre

MPO Miyeloperoksidaz

MgClI,.6.H,0O Magnezyum kloriir hegza hidrat
mRNA “Messenger” (haberci) riboniikleik asit
Na,EDTA Disodyum etilendiamin tetraasatik asit
NaCI Sodyum klortir



NaOH:
NF-kB
NH,CI:
NH HCO;
NaH,PO,
NH,TP
nmol
nm:

NO

NOS

NP

PPTS
RIA
ROS
sIL-R
sTNF-R
TCA

Th
TNF-a
TLC

Sodyum hidroksit

Nekroz faktor-kB

Amonyum kloriir
Amonyumhidrojen bikarbonat
Sodyum dihodrojen fosfat
7,8-dihidroneopterinposfat
Nanomol

Nanometre

Nitrik oksit

Nitrik oksit sentaz

Neopterin

6-pruvoil tetrahidropterin rediiktaz
Radio immiino assay

Reaktif oksijen tiirleri

Soluble interlokin reseptor
Soluble tiimdr nekrdz faktdr reseptor
Trikloro asetik asit

T hepler

Tlimor nekroz faktor

Ince tabaka kromatografi
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1.GIRiS

NP, insan monosit ve makrofajlarindan interferon-gamma araciligiyla salinan
biyolojik fonksiyonu tam olarak bilinmeyen, kendisine 6zgii reseptorii olmayan
pteridin tiirevi bir maddedir. NP monosit ve makrofajlardan viicut sivilarina salindigi
icin bunlarin aktiviteleriyle ilgili bir belirtectir. Normal serum NP diizeyi 2,8-10
nmol/L’dir. NP bobreklerden degismeksizin atilir. NP serum, BOS, sinoviyal sivi,

idrar, pankreatik siv1 gibi ¢esitli viicut sivilarinda tespit edilebilir.

Viicut sivilarindaki NP diizeyi ceisitli enfeksiyonlar, sepsis, otoimmun
hastaliklar, maliniteler, gesitli organ transplantlarinin rejeksiyolart gibi monosit ve

makrofaj aktivitelerini yogunlastiran hastaliklarda artar.

Viicut sivilarinda NP 6l¢timleri hiicresel immiin yanit ve siklig1 hakkinda bilgi
verir, buda hastaligin tanisinin konmasinda ve gelisiminin tahmin edilmesinde

yardimci olur.

Kan transfiizyonu hastanelerimizde olduk¢a yaygin olarak kullanilan 6nemli bir
doku transplantasyonudur. Viral hepatitler en basta olmak iizere bulasic
hastaliklarinda gecisi kan transfiizyon komplikasyonlarinin en oOnemlilerinden
birisidir. Literatiirlerde kan transflizyonlar1 6ncesinde bulasici  enfeksiyon
hastaliklarin taranmasinda neopterinin énemli bir marker olabilecegi, zaman ve mali
kayb1 diger testlere goére en aza indirdigi bu nedenle kan bankalarinda
uygulanmasinin faydali olabilcegine dair bilgiler mevcuttur. Bu ¢aligmada hiicresel
immiinitenin gostergesi olan NP diizeyi ile bulasic1 enfeksiyon hastaliklar1 arasindaki
iliski olup olmadig: arastirilacaktir. Bulasici hast lik olarak Hepatit B ve Hepatit C

grubu alinmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.immiin Sistem

Lenfoid organlar ve immiin cevapta gorevli olan hiicrelerin tiimiine immiin
sistem denir. Kemik iligi, dalak, karaciger, kapsiillii ve kapsiilsiiz lenf diigtimleri ile
bu organlarda bulunan lenfositler, tek c¢ekirdekli veya polimorf fagositer hiicreler,
bag dokusu histiositleri, ser6z sivi ve alveol makrofajlari, sinir sistemi mikroglialari,
langerhans ve kupffer hiicrelerinden olusan sisteme retikiiloendotelyal sistem (RES)
ya da mononiikleer fagositik sistem adi verilir(Junqueia ve ark 1993, Akay ve ark

2001).

Insan organizmasinda siirdiiriilen immiin reaksiyonlarin amaci; yabanci
organizmalardan (bakteri, virilis, mantar, parazit), organizmada mutasyonlar sonucu
ortaya ¢ikan istenmeyen hiicrelerden (kanser hiicresi) ve mikroorganizmalarin toksik
etkilerinden korunmak seklinde Ozetlenebilir. Immiin sistemin organlari primer
(timiis ve bursa fabrisius) ve sekonder (lenf nodiilleri, dalak, bademcikler ve

bagirsaklarla ilgili lenf dokular1) olmak iizere ikiye ayrilir (Baban 1995)
2.1.1. immiin sistemde gorevli hiicreler

Omurgalilarin immiin sisteminde, kan ve dokularda bulunan ii¢ ayri hiicre
grubu gorev yapmaktadir. Bunlar; lenfositler, monositler ve polimorfo niikleer
graniilositlerdir. Bu hiicrelerin bir kismi konaga giren antijen 06zelligindeki
molekiilleri fagosite eder. Diger bir kismi ise antijenin uyarimi ile farklilasarak
onlara karg1 immiin cevap iiriinleri ¢ikarmakta ve antijenleri yok etmektedir (Erganis

1993).

Kemik iliginde yapilan hiicrelerin lenfoid serisinden lenfositler, miyeloid
serisinden ise fagositer hiicreler gelismektedir. Yerlesim bolgeleri ve fonksiyonlarina
gore lenfositler {i¢ biiyiik grupta toplanmaktadir. Bunlar; ylizeylerinde antijen taniyan
reseptorleri bulunan ve immiin cevap iirlinlerinin yapimindan sorumlu olan T ve B
lenfositler ile diger matiir hiicrelerdir. T lenfositler timus kontroliinde olgunlasirken
B lenfositler ise fabrisius keseye esdeger organlarin kontroliinde olgunlasmaktadir. B
tipi lenfositlerin farklilagsmasiyla plazmositler gelismektedir. T ve B lenfositlerin

disinda bir {iciincli grup olan matiir lenfositler, ne T ne de B veya null hiicreleri



olarak adlandirilan killer hiicreleri (K), ile natural killer (NK) hiicreleridir (Akay
2001).

2.1.1.1. Lenfositler

Az miktarda sitoplazma ile ¢evrilmis, i¢inde yuvarlak bir niikleus igeren ve
aktif mortilite gosteren hiicreler olup fagositoz yaparlar. Membranda tasidiklar
reseptorler araciligiyla genellikle antijenleri tanirlar. Lenfositler, primer veya merkez
lenfoid organlarda olustuktan sonra, bazilar1 kan sirkiilasyonu yoluyla dalak, lenf
diiglimleri, tonsiller ve mukoza alt1 lenfoid dokular gibi sekonder lenfoid dokulara
gbc ederler. Uyarilan lenfositler blast sekline doniisiirler. Blast sekilleri 15-30 pm
capinda, sitoplazmasi daha genis, ribozom ve golgi cihazi gibi organelleri olan
hiicrelerdir. Lenfositler T lenfosit, B lenfosit, T-h lenfosit (T yardimci) ve T-c¢ (T
sitotoksik) lenfositler olmak tizere dorde ayrilir. Kemik iligi lenfoblastlari, timus
kontroliinde timusun korteks ve medullasinda farklilasarak T Ienfositler seklinde,
fabrisius keseye esdeger organlarin kontroliinde farklilasarak B lenfositler seklinde
olgunlagmaktadir. Aktif T lenfositler ile plazmositler effektor hiicrelerdir. Timiis
bezi retikiiler yapiya sahiptir. Timiis bezi yoklugunda T lenfositleri olusmaz ve agir
immiin yetmezlik belirtileri ortaya c¢ikar. Bursa fabrisius insanlarda yoktur ve bu
organin insanlardaki karsilig1 olarak fetiiste karaciger, eriskinlerde ise kemik iligidir

(Baban 1995).

T lenfositleri; plazmositlerden immiinglobiilin salgilanmasini diizenlemek,
gecikmis tipteki asirt duyarlilik reaksiyonlarina aracilik etmek, viriislerle infekte
olmus hiicreleri yok etmek, yabanci dokular1 ortadan kaldirmak gibi 6nemli
reaksiyonlardan sorumludurlar. T lenfositleri y interferon (y IFN) salinarak
aktiflesirler. Immiin sistemde yaptiklari gorevler bakimindan T lenfositleri
diizenleyici T lenfositler ve eylemci T lenfositleri olmak iizere ikiye ayrilir (Zetkova

ve ark 2001, Miiftiioglu ve ark 1993).

Diizenleyici T lenfositlerinden bir kismu aktivator, diger bir kismi ise
baskilayici etki gostererek immiin cevabi kontrol ederler (Miiftiioglu 1993). Eylemci
lenfositler hiicresel bagisik cevapta dogrudan kendilerinin yer almalar1 ya da
salgiladiklar1 lenfokin adi verilen maddelerin araciligi ile etkili olan lenfositlerdir.
Etkileri sonucunda i¢lerinde mikroorganizma tasiyan hiicreler, yabanci canli hiicreler

ve timor hiicreleri 6ldiiriir(Bilgehan 1987, Baban1995).



B lenfositleri ise kemik iligindeki kok hiicrelerden kaynaklanan bir kisim
hiicrelerin timiise ugramadan gelisimlerini tamamlayip olusurlar. En O6nemli
ozellikleri {iizerlerinde ¢ok sayida immiinglobiilin (6zellikle IgM) molekiilleri
tagimalaridir.  Bundan dolay1 yiizeyleri T lenfositlerinin tersine diizglin degil
piiriizliidiir. Ayrica insan ve fare lenfoid hiicreleri arasinda yabanci hiicrelere karsi
sitotoksik etkinlik gdstererek onlart eritip dldiiren K hiicreleri ile NK hiicreleri vardir

(Erganis ve ark 1993, Miiftiioglu ve ark 1993, Baban ve ark 1995).
2.1.1.2. Monosit ve makrofajlar

Monositler, kemik iliginde yapilip dolasimda 1-3 giin kaldiktan sonra dokulara
go¢ ederek burada doku makrofajlara doniisiirler. Monositler periferik kanda;
makrofajlar ise bag dokusu, karaciger, akciger, sinir sistemi, serdz bosluklar, lenfoid
organlar, kemik ve eklemlerde bulunmaktadir. Immiin cevapta, monosit ve
makrofajlarin 6nemli gorevleri vardir. Bunlar 0,1p’dan biiyiik molekiilleri fagositoz
yoluyla hiicre i¢ine alarak sindirme 6zelliklerine sahiptirler (Bilgehan ve ark1987).
Makrofajlar yerlestikleri dokulara gore dendritik makrofajlar, histiyositler, kupffer
hiicreleri, dalakta osteoklastlar, eklemlerde A ve M hiicreleri gibi isimler alirlar

(Zetkova ve ark 2001).
2.1.1.3. Antijen sunucu hiicreler (APC)

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

sunarken, bazilar1 diger lokositlerle iliski kurarlar (Erganis ve ark1993).
2.1.2. interferonlar

Interferonlar ilk kez 1957 yilinda yapilan antiviral deneylerde kesfedilmistir.
izole edildikleri yerden dolay: interferon adi verilmistir. interferonlar bulunduklari
organ ve hiicrelere gore; lokosit INF, fibroblast INF ve immiin INF olmak iizere iice
ayrilir. Interferonlar dogal proteinler, glikoproteinler ve peptitlerden sentezlenirler.
Ayrica hiicre i¢inden makrofajlar, monositler, T lenfositler, glia ve ndronlardan

uiretilir (www.en.wikipedia.org/wiki/Interferon).



Interferonlar, bir virus yapim dnleyicisi olan ve antikorlarla nétralize edilmeyen
proteinlerdir. Interferon yapimi, hiicrenin yabanci niikleik asit alis verisine karsi

silahlanma olayidir. Ug tip interferon tanimlanmistir.

> Lokositler tarafindan saliman 18-20 kD molekul

agirhiginda interferon alfa (INF-a)

> Fibroblastlar tarafindan salgilanan 23 kD molekiil

agirhiginda  interferon beta ya da interferon tip 1

> T lenfositleri tarafindan yapilan 20-25 kD molekiil

agirhiginda olan interferon gamma (INF-y) veya tip II interferondur.

Tip II yani IFN-y interferonlar, immiin interferon olup makrofajlari, NK
hiicreleri, Tc ve B lenfositleri aktive eden immiinomodiilatorlerdir (Bilgehan ve ark
1987). Interferon-a, protein bagisiklik modiilii antiproliferatif ve antiviral
ozelliktedir. Interferon-a bagisiklik sistemini dengelemede naturel killer hiicreler ile
birlikte 6nemli rol oynar. Silli 16kim hiicreleri, AIDS kaposisi, sarkoma, genital
sigiller, kronik hepatit B ve C tedavisinde kullamlir. Interferon-B, diizenli bir
bagisiklik sitokinidir. Onemli bir antiviral stokin olup natural killer hiicrelerinden
sitimule edilen bir {iriindiir Interferon-y ise supernatant insan lenfositleri ile mitojen
stimiile olup antiviral bir aktivite de INF-a dan birka¢ yil sonra bulunmustur.
Molekiiler yapist bulunan ilk yap1 INF-y dir(Junqueria ve ark 1993, Akay ve ark
2001, Baban ve ark 1995).

2.2. Pteridinler

Pteridinler ilk kez 1889°da biyolojik bir materyalden izole edimistir .
Pteridinlerle ilgili c¢alismalara bu tarihte baslanmis, ilk defa bocekler ve asagi
omurgalilarin pigmenti olarak tanimlanmiglardir (Yegen 2004,Haavik ve ark 1989,
Miiler ve ark 1991). Ayrica pteridinler bir¢ok enzim katalizli reaksiyonlarda kofaktor
olarak gorev yapmaktadir ozellikle tetrahidrofolat ve tetrahidromethanopterin tek
karbon fragmentlerin transferinde, molibdopterin ksantin dehidrogenaz gibi cesitli
redoks reaksiyonlarinda kofaktdr olarak gérev yapmaktadir (Baracher ve ark 1998).

Pteridinlerle ilgili i¢ 6nemli bulgu bu bilesiklere kars1 ilgiyi artirmigtir:

1.  Tetrahidrobiopterin (BH4), aromatik hidroksilazlarin  kofaktorii

oldugunun anlasilmasi



2. BH4 metabolizmadaki konjentinal bozukluklarin

hiperfenilalaninemiye yol agabileceginin saptanmasi.

3. Malignentili ve enfeksiyon hastalifi olan bireylerde, idrar
pterinlerdeki (0zelikle neopterin) degisikligin bulunmasi1 (Hyland ve Howells

1988).
2.2.1. Pteridinlerin Yapisi

Pterinler, pteridin olarak bilinen bilesiklerin bir gurubudur. Pteridinler, pirazino
[2,3,d] primidin yapisindadirlar. Pteridin halkasinin ikinci konumunda amino
dordiincii  konumunda okso grubu bulundugunda yap1 pterin admi
almaktadir(Watcherbve ark 1989). Pterin ve pteridinlerin kimyasal yapilar1 sekil 1°de

gosterilmektedir.

O

N N HyN N N

Pteridin Pterin
(Pirazino [2,3-d]pirimidin) (2-amino4-oksopteridin)
Sekil-1: Pteridin ve pterinin kimyasal yapilari

Pteridinler, altinci karbon atomundaki yan zincir ve oksidasyon durumuna gore

Tetrahidro formu, Dihidro formu ve Okside formu olarak iige ayrilir

Ayrica, konjuge ve konjuge olmayan pteridinler olarak iki gruba ayrilir

(Watcher ve ark 1989).
2.2.1.1.Konjuge pteridinler

Bu gruptaki pteridinler, p-amino benzenil glutamatlara baglanmis folatlar
olarak bilinirler. Ornegin folik asitte, 6-hidroksi metil pteridin, p-amino benzoik asit

ve glutamik asit olmak iizere ii¢ kisimdan olusmustur (Watcher ve ark 1989).



Konjuge pteridinler, tiamin sentezi, amino asitlerin metabolizmasi, piirin ve
primidin sentezinde tek karbon atomu transferi reaksiyonlarinda kofaktor olarak

onemli rol oynamaktadirlar (Nichol ve ark 1985).
2.1.3. Konjuge olmayan pteridinler

Pterinler olarak bilinen bu grup, pteridin molekiiliiniin altinci konumdaki
karbon basit bir hidroksil alkil grubu icermektedir. Insan dokularmda ve viicut

stvilarinda saptanan pterinler tablo-1’de gdsterilmistir (Hyland ve ark 1988).

Tablo-1: Insan doku ve viicut sivilarinda saptanan pterinler

Bilesik

Yan zincir

Biopterin

C-6-CHOH-CHOH-CH;

7,8-Dihidrobiopterin

C-6-CHOH-CHOH-CHj;

Tetrahidrobiopterin

C-6-CHOH-CHOH-CHj;

Neopterin

C-6-CHOH-CHOH-CH,OH

7,8-Dihidroneopterin

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

Sepiapterin C-6-CHOH-CHOH-CHj3
[zosepiapterin C-7-CHOH-CHOH-CHj3
Ksantopterin C-6-OH
Izoksantopterin C-7-OH

6-Karboksipterin C-6-COOH

2.2. Neopterin (NP)

Neopterin (NP) 1963 yilinda, arilarin larvalarinda ilk olarak bulunmustur
(Trgan ve ark 2001). Insanlarda 1967 yilinda idrarda NP saptanmstir (Sakuari ve
ark 1967, Hyland ve ark 1988, Beigel 2005). Sonraki yillarda atipik fenilketoniirili
cocuklarin idrarlarinda yiiksek konsantrasyonlarda NP bulunmustur (Fredikson ve
ark 1987). 1979 yilinda malign ve enfeksiyonlu hastalarin idrarlarinda bol miktarda
NP atilimi bildirilmistir. 1982 ve 1983 yillarinda antijenik sitiimiilasyonlardaki
kiiltiire edilmis insan periferal kan mononiikleer hiicrelerinin slipernatantlarinda NP

biriktigi gozlenmistir (Fuchs ve ark 1993).



Bu calismalarin sonucunda interferon gamanin (INF-y) insan makrofajlarinda
in vitro olarak biiyiik miktarda NP iiretimine ve salinimina yol agtig1r gdzlenmistir.
Diger interferonlarin daha az ve diger sitokinli sitimiilasyonlarin in vitro olarak NP
salinimina ¢ok daha az neden olduklar1 bildirilmistir (Fuchs ve ark 1989, Engin ve
ark 2005). Tiimor nekroz faktor alfanin (TNF-a), INF-y gibi etkiye sahip olmadigi,
ama INF-y tarafindan salinan NP olusumuna sinerjik amplifiye ettigi bildirilmistir

(Fuchs ve ark 1993).

Daha sonralar1 ¢ok sayida klinik ve deneysel ¢alismalar, klinik tipta NP nin
potansiyel degerini aragtirmaya rehberlik etmistir. Giliniimiize kadar NP
biyosentezinin, hiicresel immiin sistem aktivasyonu ile yakindan iligkili oldugunu
gosteren destekleyici in vitro ve in vivo olarak gesitli aragtirmalar yapilmistir(Fuchs
ve ark 1988, Hausen ve ark 1989).insanda temel neopterin kaynagi monosit ve
makrofajlardir.ayrica mikroglia hiicreleri ve santral sinir sisiteminden de NP salinir

(Murr ve ark 2005, Zimmerman ve ark 2005).

Neopterin, insan monosit ve makrofajlarindan interferon-gama araciligr ile
salinmis biyolojik fonksiyonu tam olarak anlasilmamis, kendine 6zgii bir reseptorii
olmayan, pteridin tiirevi bir maddedir (Widner ve ark 2002, Durukan ve ark 2004,
Zimmerman ve ark 2005). Viicut sivilarindaki neopterin diizeyi ¢esitli enfeksiyonlar,
sepsis, otoimmun hastaliklar maliniteler, allgraf reddi sarkoidoz, tiiberkiloz,
multiplisiklerozun aktivasyonu kroner arter hastaligi ,miyokard enfarkiisii, viral
enfeksiyonlar, HIV  enfeksiyonu, prostat kanseri, hepataseliiler kanser,
gastrointestinal kanser, akciger kanseri, SARS, hepetitC, ¢ocuklarin merkezi sinir
sistemi  hastaliklari, bobrek, karaciger, kalp, pankreas, kemik iligi
transplantasyonlarinin rejeksiyonu gibi durumlarda artmaktadir, NP giinliimiizde
hiicresel bagisiklik sisteminin bir aktivasyonun biyokimyasal gostergesi olarak kabul
edilmektedir, (Bozkurt ve ark 2002, Kilig ve ark 2002, Kok¢am ve ark 2002,
Razumovitch ve ark 2003, Ayata ve ark 2004, Akbulut ve ark 2005, Schroecksnadel
ve ark 2005 )

Aktif durumdaki yardimc1 T lenfosit hiicrelerinden salinan interferon-gamma,
makrofajllarin NP {iretip viicut sivilarina birakmalarina yol ag¢maktadir. NP
konsatrasyonlaru ile bu hiicrelerin hidrojen peroksit iiretimi arasinda yakin iligki

bulunmaktadir, (Zevetkova ve ark 2001) boylece NP seviyesi ile bagisiklik



sisteminin aktivasyonu sonucu olusan oksidatif stres degerlendirebilmektedir. NP
seviyesinin T hiicre poliferasyonundan 3 giin antikor iiretiminden de 1 hafta dnce
yiikseldigi bilinmektedir. NP bu 06zelligi ile hem hiicresel bagisiklik yanitinin
degerlendirilmesine yardimei olmakta, hemde bagisiklik sistemi ile ilgili hastaliklarin
tan1 ve takibinde kullanilabilmektedir (Durukan ve ark 2004). Giliniimiizde NP
oleiimii ile ilgili cesitli teknikler kulanilmakta bunlar ELISA, RIA, HPLC olarak
ifade edilebilir (Altindag ve ark 1995, Alrashed ve ark 2002, Zangerle ve ark 2002,
Soos ve ark 2003, Pichler 2004, Kiepiela ve ark 2005). Pratik ve duyarli olmasi
nedeniyle NP oOl¢limlerinde floresan dedektorlii, yiiksekbasingli sivi kromotografisi
tercih edilir (Kilig ve ark 2002, Bayram ve ark 2004, Engin ve ark 2005, Walsh ve
ark 2005).

NP viicuta serum, beyin omurilik sivisi, sinovyal sivi, idrar, pankreatik sivi,
semen ve tiikkrikkde tespit edilmistir (Widner ve ark 2002, Wirleitner ve ark 2003,
Ormazabal ve ark 2005). Damar disina ¢ikmadan ve bdbreklerden degisime
ugramadan atildigindan idrar NP seviyesi ile dolayli olarak interferon-gama seviyesi
degerlendirilir, (Yegen ve ark 2004,
www.neopterin.net/index.php?ContentCategoryld=53) NP gebelik siiresi ile artar ve
son 3 ayda pik yapar, yenidoganlarda NP konsantrasyonlar1 maternal seviyeden 3
kat daha yiiksektir cilinkii gebelik boyunca monosit /makrofaj aktivasyonunda bir

artis belirir (Yegen ve ark 2004, Lercher-Hammerer ve ark 2005).
2.3.1.Neopterinin kimyasal ozellikleri

NP diisiik molekiil agirhikli (253,32 gr/mol) 2 amino-4 hidroksi-[1',2',3'-
trihidroksil propil) pteridin kimyasal formiiliiyle bilinen bir pirazinopirimidin
bilesigidir (Caksen ve ark 1998, Widner ve ark 2002). Kimyasal yapis1 sekil-2’de
gosterilmistir. D-eritro, L-eritro, D-threo ve L-threo olmak {izere dort izomeri vardir.
Notral yada alkali ortamda giiclii floresans asidik ortamda zayif floresans

vermektedir (Budavari ve ark 1976, Fuchs ve ark 1992).

NP’nin D-izomeri sadece insan ve primatlarda bulunmakta ve metabolizmada
onemli rol oynamaktadir (Abate ve ark 1989). Sican, kobay ve hamsterlarda ise NP’e

rastlanmamistir (Fukushima ve ark 1980).



Sekil-2: Neopterinin kimyasal yapisi

2.3.2.Neopterinin biyosentezi

NP, GTP-siklohidrolaz I (GCH-I) enzim vasitasiyla GTP’den aktive olmus
monosit ve makrofajlardan {tretilir. GCH-I pteridin biyosentezinde anahtar rol
oynayan bir enzimdir. (GCH-I) enzimin aktivitesi biiyilkk oranda IFN-gama az
derecede diger sitokinler ve IFN-gama tarafindan diizenlenir, IFN-gama aktif-
HELPER-Tlenfosit tip-1 (Th-1)hiicreleri tarafindan salinir (Altindag ve ark 1995,
Widner ve ark 2002, Razumovitch ve ark 2003). Bu hiicreler NP tiretimin en gii¢lii
indiikleyicileridir. GTP oOnce ara bir {irlin olan 7,8-dihidroneopterin trifosfata
(NH,TP) doniistir (Widner ve ark 2002). NP pirizino-primidin bilesigi olup diisiik
molekiil agirlili 2-amino-4hidroksipterindir. NH,TP fostaz enzim araciligiyla 7,8-
dihidroneopterine ve NP’e doniisiir. NH, TP ayn1 zamanda 6-piruvoil tetrahidropterin
sentaz  (PTPS) ve sepiapterin rediiktaz enzimleri vasitasiyla 5,6,7,8-
tetrahidrobiopterine (BH4) doniisiir. BHs’de dihidropteridin rediiktaz enzim
varliginda son iirlin olan biopterini meydana getirir (Werner ve ark 1992). Sekil-3 de

NP’nin sentez basamaklar1 goriilmektedir.
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Sekil-3: Insanda neopterin sentez basamaklari

2.3.3. Tetrahidrobiopterin (BH,4)

BH4, GTP-siklohidroksilaz-I enzimin inhibitoriidir. BH4 memelilerde
aromatik  monooksijenaz  olan  fenilalanin-4, tirozin-3 ve triptofan-5
monooksijenazlarin ve NO sentetazin kofaktorii olarak fonksiyon goérmektedir.
Triptofan, fenilalanin, trozin hidroksilasyonu yapan aminoasit monooksijenazlar
dopamin, norepinefrin, seratonin gibi norotaransmitterlerin biyosentezini diizenler.
BH; biyosentezi ve tekrar olusumundaki bir engel fenilalanin birikimine ve
norotransmitter olusumun azalmasina yol agar. Bu da norolojik hastalikla sonuglanir

(Engin ve ark 2005, Lercher-Hammerer ve ark 2005).
2.3.4. Neopterinin viicuttaki biyokimyasal ve fizyolojik rolii

Viicuttaki biyokimyasal ve fizyolojik rolii heniiz tam olarak agiklanamamustir.
Sitokinler tarafindan situmiile olan makrofajlar H202, siiperoksit, hidroksil
radikalleri, reaktif oksijenmetabolitleri {retirler. NP oksijen radikallerin

biyokimyasal yollarmi etkileyebildigi ve makrofajlardaki nitrik oksidin sitotoksik



etkilerinin yerini de alabilir (Hyland ve ark 1988,
www.neopterin.net/index.php?ContentCategoryld=53 ).

2.3.5. Neopterinin immiinolojik rolii

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

¢ikmasini saglamaktadir (Erganis ve Istanbulluoglu 1993, Miiftiioglu ve ark 1993).

NP diizeyinin Ol¢iilmesi hiicresel immiin aktivasyon direncin belirlemesini
saglamaktadir. Cesitli hastaliklarda NP konsantrasyonlar1 tespit edilmis ve sTNF-R
ve sIL-2R ve INF-y gibi diger sitokin immiin aktivasyon gibi belirteclerin
konsantrasyonlart ile korrele oldugu bulunmustur (Widner ve ark 2000). Malign
hastalikli  ve wviral enfeksiyonlu hastalarin  viicut sivilarinda artmig NP
konsantrasyonlarinin bulunmasi, immiin sistem baglantili pteridin sentezinin
incelenmeye baslamasina yol agmistir. Periferal kan hiicrelerin kullanilmasi ile
aktive olmus T lenfositlerden tiirevlenen INF-y sitlimiilasyonlu makrofajlardan NP

sentezi oldugu gozlenmistir (Werner ve ark 1991).

Malign ve viral hastalikli bireylerde artmis iiriner NP atilimi gézlenmistir. Bu
durum hiicre biiylimesi ile NP olusumunun birlikte oldugu hipotezini ortaya
cikmasmna yol agmustir. Bu hipotez belli bakteri ve mikroorganizmalarin
proliferasyonunun, belirli baz1 pteridinlerin olusumundaki artis ile birlikte oldugunu
gosteren in vitro c¢aligmalarla desteklenmistir. Ancak benign tiimorlerdeki
caligmalarda normal NP diizeyleri bulunmustur. Bu durum NP yiiksekliginin kaynak
olarak malign hiicreler veya viriislerle enfekte hiicrelerden ziyade konak¢inin cevabi

ile iligkili oldugu goriisiinii ortaya koymustur (Conard ve ark 1984).

Alloantijenler, viral yolla yada kimyasal olarak modifiye edilmis otologus
hiicreler ve mitojenik lektinlerin uyarilmasi ile indiiklenen insan periferal kan

mononiikleer hiicrelerden in vitro olarak NP salmimi oldugu gozlenmistir. /n vitro



caligmalar zenginlestirilmis periferik kan lenfositlerin mitojenler ve allojenlerle
uyarilmasi ilk olarak 1981 yilinda yapilmistir. Daha sonra transplantasyon sonrasi
donemde hastalarin idrar NP diizeylerinde artis oldugu, artmis NP konsantrasyonlarla
iligkili olarak da red olay1 gozlenmistir. Boylece hem in vitro hem de in vivo veriler,
hastalarda NP olusumunun hiicresel immiin aktivasyonu ile olustugunu géstermistir

(Huber ve ark 1984).

Neopterin diizeyi, hiicresel immiin sistemin aktivasyonu saptamak igin
kullanilabilir. Hiicresel immiin sistem, ozelikle viral enfeksiyonlar, otoimmiin
hastaliklar, diger inflamatuvar hastaliklar, trasplant reddi ve kanser gibi yaygin
bir¢ok hastalik tiiriiniin sebebi ve gelisiminde merkezi bir faktordiir. Son caligsma
bulgulari, redoks duyarlt metabolik yollarda NP tiirevlerinin muhtemel bir etkisini
gostermistir. Bu nedenle NP miktarlarinda, hiicresel immiin cevap sirasinda artis
goriiliir. Yine NP oksidatif stresin faydali bir belirteci olarak kullanilabilir (Caksen
ve ark 1998).

T lenfositler, yabanci hiicreleri ve degismis gercek hiicre yapilariyla
karsilagtirildiklarinda farkli mediatorler veya lenfokinler salarlar. Bunlardan INF-y,
insan makrofajlarindan NP iiretimini ve salinmasini sekil-4 de goriildiigii gibi uyarir.
Baglica aktive T-lenfositler tarafindan {iretilen INF-y, NP sentezi i¢in anahtar

uyaricidir (Nichol ve ark 1985).

NP seviyesi, immiinolojik uyartya hizli yanit verir. INF-y, aktif T helper
lenfosit tip 1 ve natural killer hiicreleri tarafindan salinir. Salinan INF-y makrofajlari
aktive ederek GTP-biopterin sentez yolundaki GCH-1 enzimi uyararak yiiksek
miktarda NP iiretimine yol agmaktadir (Horak ve ark 1998, Widner ve ark 1998). Bu
ylizden INF-y NP firetiminin en gii¢lii indiikleyicilerindendir. Viicut sivilarinda
artmig NP konsantrasyonlari, artmig INF-y stiimiilasyonu belirtir. INF-y Th1 hiicreler
tarafindan salindigindan NP hiicre aracili immiin yanit belirteci olabilir (Vrecko ve

ark 1997, Miiler ve ark 1998).

Malign hastaliklar ve viral enfeksiyonlu hastalarin serum ve idrarinda artmis
NP konsantrasyonlar1 hiicre aracili immiinite i¢in diagnostik ve prognostik kriter

olarak kullanilabilir (Kili¢ ve ark 1998).
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Sekil 4: Hiicresel immiin yanit esnasinda aktive T lenfositler tarafindan INF-y

salinimi1 ve bunun etkisine bagli olarak makrofajlardan NP {iretimin uyarilmasi.
2.3.7. Neopterin ve serbest radikaller

Yapilan ¢alismalarda makrofajlarin sitotoksik mekanizmalar1 ve NP olusumu
arasinda muhtemel bir iligkinin oldugu bulunmustur. NP {iretimi, reaktif oksijen
bilesiklerini serbestlestirmek icin monosit/makrofajlarin kapasitesi ile yakindan

iligkilidir (Nathan ve ark 1986).

Sitokinler tarafindan sitiimiile olmus makrofajlardan hidrojen peroksit (H,O5),
stiperoksit, hidroksil ve diger reaktif oksijen radikallerini olusturdugu saptanmustir.
Makrofajlardan salinan MPO, H,0, ve kloriir reaktanlarini, hipoklordz asit (HOCI)
veya kloramin gibi mikroorganizmalar icin yiiksek derecede toksik etkiye sahip

bilesiklere doniistiirtir (Weiss ve ark 1993).

Interferon-y ile uyarilmis makrofajlar reaktif oksijen iiretimi yanmi sira iki
pteridin sekresyonunuda yaparlar. Bunlar rediikleyici olmayan NP ve rediikleyici
olan 7,8-dihidroneopterindir. Bu iki bilesik serbest radikaller olusumuna aracilik
ederler. Rediikleyici pteridinler serbest radikal temizleyicisi olarak davrandiklari
gozlenmistir. NP’nin rediikte formu olan 7,8-dihidroneopterin, INF-y aktivasyonu

sonrasinda insan makrofajlarinda NP’e gore 1/2 oraninda dretildigi bulunmustur



(Wachter ve ark 1992). 7,8-dihidroneopterinin mikromollar konsantrasyonlarinin,
2,2’-azobis (amido propan) hidroklorid, H;O, ve HOCI’nin indiikledigi kirmiz1 kan

hiicrelerin hemolizini inhibe ettigi gozlenmistir (Gieseg ve ark 2001).

Tetrahidrobiopterin oksijen varliginda otoksidasyon bir egilim gostererek
siiperoksit radikallerin olusumuna yol agtig1r belirlenmistir. 7,8-dihidroneopterin
stabilitesi fazla olmasina karsin, oksijene olan afinitesinden dolay1 yiiksek
miktarlarinin apoptosisi indiikleyebildigi belirlenmistir (Oettl ve ark 1999). 7.8-
dihidroneopterin 6zellikle demir iyonlar1 varlifinda radikal oksijen tiirlerini olusumu

giiclendirdigi gézlenmistir (Berdowska ve ark 2001).

Neopterinin radikal temizleyicisi olmadig siiperoksit radikallerin kaynagi olan
ksantin oksidazin nonkompetatif inhibit6rii olarak davrandigi, kloramin ve H,O, gibi

bilesiklerin toksik etkilerini artirdig1 bulunmustur (Weiss ve ark 1993).

Monosit/makrofaj ve nétrofillerden reaktif oksijen tiirlerin (ROS) salinimi igin
INF-y giiclii indiikleyicidir. INF-y aktivasyonlu makrofajlar ile NP ve ROS arasinda
yakin bir korelasyon gozlenmistir. Bu yiizden hiicrelerin oksidatif potansiyeli hiicre
aracili immiin sistemin aktivasyon durumu ile yakin bir iliskidedir. Bundan dolay1
NP iiretimi, immiinolojik olarak uyarilmis oksidatif stresin biiyiikliigiiniin indirek bir
Olctimii olarak da yorumlanabilir (Reibnegger ve ark 1991). Kemilliminesans
calismalarda, NP’nin H,O,, kloramin, peroksinitrit gibi ¢esitli reaktif maddelerin
etkilerini giiglii bir sekilde artirdig1 gézlenmistir (Weiss ve ark 1993, Wede ve ark
1995). NP’nin aktive olmus makrofajlarin sitotoksik etki fonksiyonlarinin endojen

diizenleyicisi olarak etki ettigini gosterilmistir (Fuchs ve ark 1997).
2.3.8. Viicut sivilarinda neopterin

NP viicut sivilarinda stabil olup immiin yanit siiresince tespit edilebilir. Bundan
dolay1 NP seviyelerini 6l¢gmek zor degildir. NP diisiik molekiiler agirligindan dolay1
baslangigtaki yapist degismeksizin bobreklerden atilir. NP kleransi iniilin
kleransindan daha yiiksektir. Cilinkii NP glomiiler filtrasyon yaninda tiibiiler
sekresyonla da bdobreklerden atilir. Serum NP konsantrasyonlardaki degisiklikler
idrar NP konsantrasyonlarinda paralel bir degisiklige neden oldugu bildirilmistir.
Idrar NP ve serum NP diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon gézlenmistir (Putzki
ve ark 1987, Denz ve ark 1990). NP 1s18a ve yiiksek sicakliga duarli oldugundan

saklama ve taginma esnasinda direkt giines 1s18indan korunmalidir. Ayrica tekrar



¢6zme dondurma durumlarinda mevcut NP miktarlarinda azalma goriilmistiir. NP
serum, BOS, sinoviyal sivi, idrar, pankreatik sivi ve plazma gibi c¢esitli viicut

stvilarinda 6l¢lim yapilabilir (Berdowska ve ark 2001).
2.3.8.1. Serumda neopterin

Saglikli eriskin bireylerde serum NP diizeyleri 10 nmol/L {iist limit olarak kabul
edilmektedir. Serum NP konsantrasyonlar1 yasa bagimli olup, yash ve ¢ocuklarda
daha yiiksek gen¢ olmakla bir iliskisinin bulunmadig1 ve cinsiyete bagl olmadigi
bildirilmistir (Werner ve ark 1987, Diamondstone ve ark 1994, Ledochowski ve ark
1999, Oettl ve ark 1999).

Fetal serum NP diizeyleri kordosentez tarafindan belirlenir gebelik yasi ile
birlikte NP diizeyleri artmakta ve son trimesterda pik yapar. Yeni doganlarda serum
NP diizeyleri, 8maternal serum diizeylerinden ii¢c kat daha yiiksek oldugu
gbzlenmigtir. Ciinkii gebelik boyunca monosit/makrofaj aktivasyonunda artis olur.
Fetal ve maternal serum NP diizeyleri 6nemli bir korelasyon gozlenmemistir. Normal
gebelikte maternal serum NP diizeyinde ¢ok az bir artis olmakta fakat bu artis fetal
degerlere ulasilmayacak kadar azdir. Ciinkii fetal kompartman maternal
metabolizmasindan izoledir. Maternal serum NP diizeyleri 6-12 ay sonra normal
degerlere  ulasir (Radunovic ve ark 1999, Burns ve ark 1999,
http://en.wikipedia.org/wiki/Interferon ). Alinan vendz kan Orneklerinden plazma
veya serum ayrimi esnasinda NP kaybi olmadigir tahmin edilmektedir. Serum ve
plazma NP diizeyleri karanlik bir yerde oda 1sisinda ii¢ giine kadar stabildir. Daha
uzun bir siire i¢in saklamlacaksa -20 °C’de ii¢ aya kadar, -80 °C’de ise bir yila kadar

dayaniklidir (Wacher ve ark, www.neopterin.net/index.php?ContentCategoryld=53).

2.3.8.2. idrarda neopterin

Gilinliik NP atiliminda ¢ok 6nemli bir degisiklik olmadigi i¢in sonuglarin idrar
kreatinin derigimleri acisindan acgiklanmasi sartiyla rastgele idrar Ornekleri
kullanilabilir. Idrar NP diizeyleri kreatinin diizeylerine gére belirlenir (Bichler ve ark
1983). idrar NP normal degerleri 50-250 umol NP/mol kreatinin’dir (Miiler ve ark
1991). Ortalama NP/kreatinin oraninin erkeklerde kadinlara gore daha diisiik oldugu
gozlenmistir. Bu farkin erkeklerde kreatinin diizeylerinin kadinlara kiyasla daha

yiiksek olmasindan kaynaklandig: bildirilmistir (Watcher ve ark 1989).



Idrar &rneklerin ¢alisilmadan 6nce toplanmasi ve saklanmasi ¢ok 6nemlidir.
Bundan dolay1 idrar1 en iyi koruma yontemi askorbik asit bulunan bir kaba
bosaltarak toplamaktir. Eger idrar kiigiik cocuklardan toplanacaksa askorbik asit
dogrudan idrar toplama torbasina konularak ¢ikarilmali ve idrar 151k gegirmeyen bir
kaba aktarilarak en kisa zamanda ¢abucak dondurulmalidir. Bu sekilde toplanan idrar
ornekleri -20 °C birkag ay -80 °C’de ise daha uzun siire stabil kalir (Watcher ve ark
1989).

2.3.8.3. Beyin omurilik sivisinda (BOS) neopterin

BOS NP diizeyleri cinsiyete gore fark bulunmamaktadir. Saglikli yetiskin
bireylerde BOS NP diizeyleri 4,2+1,0 nmol/L’dir(58). Beyin omurilik sivisi (BOS)
orneklerin  yanlhis  toplanmasi, saklanmasi ve iglenmesi mevcut NP
konsantrasyonlarinda daha diisiik ol¢iimlere neden olmaktadir. Icinde 1 mg/ml
ditioeritritol (DTE) ve 1 mg/ml asetilen triamin penta asetik asit bulunan tiiplere
BOS ornekleri alinmak suretiyle bu problemin {istesinden gelinebilmektedir. Bu
sekilde toplanan BOS dondurularak bir yildan daha fazla stabil kalmakta ve
coziindiikten iki saat sonra da oda 1sisinda stabil kalir (Lang ve ark 1984,

www.neopterin.net/index.php?ContentCategoryld=53 ).
2.3.8.4. Diger biyolojik sivilarda neopterin

NP serum, idrar ve BOS viicut sivilart disinda sinoviyal sivi, pankreatik sivi ve
saliva da saptanabilir (Berdowska ve ark 2001). Lokal makrofaj aktivasyonun bir
gostergesi olarak NP diger viicut sivilarinda bulunmaktadir. Romatoid artiritli
hastalarin eklem sivisinda, pankreas graft rejeksiyonunda pankreatik sivida,

hamilelikte amniyotik sivida NP diizeylerine bakilmigtir (Brattstrom ve ark 1989)
2.4.Neopterin olciim teknikleri

Viicut sivilarinda NP diizeyleri ELISA, RIA, elektroforez, GC-MS, kolon ve
kagit kromatografisi, ince Tabaka Kromatografisi, HPLC-floresans veya
elektrokimyasal detektdrleriyle belirlenebilir (Tilg ve ark 1987, Hyland ve ark 1988,
William ve ark 1998).

2.4.1.HPLC

HPLC 1970’lerin ortalarinda kesfedildi ve kolon dolgu materyallerinin ve de

on-line detektorlerin gelistirilerek kullanilmaya baslamasiyla hizli bir sekilde



gelismistir. Gilinlimiiz klinik laboratuarlarinda pterinlerin kromatografik analizi
hemen hemen tliimiiyle HPLC tekniklerine dayanmakta ve g¢alismalarin pek c¢ogu
cesitli hastaliklarda NP ve biopterin 6l¢iilmesini gerekli kilmaktadir. Floresans veya
(elektro kimyasal detektor (ECD) ile bu pterinler katyon degisimi, ters-faz veya ters-
faz iyon cifti kromatografisi ile ayristirilmaktadir (Fuchs ve ark 1992).

2.4.2. Floresans deteksiyon

Floresans tespit yontemi, biyolojik numunelerdeki pterinlerin Olgiilmesi icin
gerekli hassasiyete ve secicilik 6zeligine sahiptir. Burada sadece oksitli pterinler,
hepsi olmasa da bir ¢ogu floresans verir ve indirgenmis olan formlarinda endojen
olarak var olmalar1 bir sorun olusturur. Indirgenmis olan pterinler bu agidan analiz
oncesinde kimyasal olarak okside forma doniistiiriilmeleri gerekmektedir (Fuchs ve
ark 1992, Altindag ve ark 1995). Asidik ve alkali kosullarinda pterinlerin iyotla farkl
sekilde oksitlendigi bir metot kullanilarak biopterinin ii¢ oksidasyon durumu olan
biyopterin, dihidrobiyopterin ve tetrahidrobiyopterin’i 6l¢lilmesi miimkiin olmaktadir

(Fuchs ve ark 1992).
2.4.3.Elektrokimyasal deteksiyon

Floresans tesbiti indirgenmis olan pterinlerin dogrudan Ol¢limiine imkan
vermez, indirgenmis pterin konsantrasyonlarmin tahminin basariyla yapilmasi i¢in
farkli oksidasyon islemi kullanilir. Elekrokimyasal tesbit metodu, biyolojik
numunelerdeki oksitlenmis ve azalmig olan endojen pterinlerin dogrudan analiz

metodur (Fuchs ve ark 1992, Altindag ve ark 1995).



3.MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Bu c¢alismada mayis 2006 ile agustos 2006 tarihleri arasinda Selguk
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Kan Bankasina ve Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuarina gelen bireylerin kan drneklerinden randomize segilen 138 serumda NP
diizeylerine bakildi. Alinan 6rneklerde rutin laboratuarlarinda Hepatit B, C ve HIV
markirlarina bakilmistir. Calismamizda alman kanlarda HIV pozitif hastalara
rastlanmadigindan 6rnekler kontrol (Hepatit markirlar1 negatif), Hepatit B pozitif ve
Hepatit C pozitif olgular olarak siniflandirildi. Kontrol grubu 66, Hepatit B grubu 42,
Hepatit C grubu 30 kisiden olusmustur. Kontrol grubu herhangi bir bilinen hastaligi
olmayan ve saglikli goriiniimde olan ve kan bankasinda kan bagis1 yapan bireylerden

olusmustur. Bu gruplar i¢in ayr1 ayr1 NP diizeyleri 6l¢iildii.

3.1.1. Kullanilan cihaz ve kimyasal maddeler

Neopterin Sigma (ABD)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) Sigma (ABD
Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,) Merck (Almanya)
Ortofosforik asit (H3POj) Riedel da Haen (Almanya)
Metanol Merck (Almanya)

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

Floresans detektor

Otomatik 6rnekleme sistemi (ChromSystems programmable autosampler CLC

200)
Pompa
Mikroislemci

Kromatografi programi (HP ChemStation for LC)



Kolon

Analitik kolon (Analytical Column): Cg hidrokarbon zincirine bagl silika
iceren, partikil biiyiikligii Spm olan, 4.6 x 250 mm boyutlarindaki Allsphare ODS-2
reverse-Phase kolonu (HICHROM, Waters Spherisorb, U.K).

Vorteks (Heidolph REAX top)
Santrifiijler
Su aritma cihazi (Mini Pure)
Degisik hacimlerde otomatik pipetler (Medisis)
Teraziler
Hassas terazi (SHIMADZU, Japonya)
Tek kefeli terazi (SCALTEC, Almanya )
Scheicher and Schuell 6rnek siizme filtresi (seliiloz asetat 0,45 pum)
Ph metre (inoLab pH 720, Almanya)
Derin dondurucu (Jouan , Danimarka)
3.1.2. Kullamilan ¢ozeltiler
1) Mobil faz icin kullanilan fosfat tamponu stok ¢ozeltisi:

102.1 g KH,PO, ve 43.6 g K,HPO, tartilarak bir miktar distile suda
¢oziildiikten sonra son hacim 1000 mL’ye tamamland1 ve ¢alisilincaya kadar 4 °C’de

buzdolabinda saklandi.
2) Mobil faz icin kullanmilan fosfat tamponu calisma cozeltisi (0.015 mol/L):

Stok ¢ozeltinin 15 ml’sine 950 ml distile su ilave edildi. pH’1 6.4’e konsantre
H3PO, ile ayarlandiktan sonra distile su ile son hacim 1 L’ye tamamlandi. 0.20

um’lik mikrofiltreden siiziildii. Calisma ¢ozeltisi her giin taze olarak hazirlandi.
3) Neopterin standardi stok ¢ozeltisi (0.039 mmol/L):

10 mg neopterin 1000 ml degaze edilmis distile suda, 1siktan korunarak

¢oOziildii. Calisma yapilana kadar —80 °C’de muhafaza edildi.



4) Neopterin standart cozeltileri :

Neopterin stok ¢ozeltisinden seri diliisyonlar yapilarak 500, 250, 125, 62.5,
31.125, 15.56 nmol/I’liik neopterin standart ¢ozeltileri 1s1ktan korunarak hazirlandi.
Kahverengi ependorf tiiplere konulan Ornekler calisma yapilana kadar -20 °C

saklandi.

3.2. Metod
3.2.1. HPLC sistemi ve gerekli donamimlar

Neopterin 6l¢iimii i¢in gerekli olan minimum HPLC sistemi izokratik pompa,
enjeksiyon valfi, seperasyon kolonu, florometrik detektoriidiir. Floresans 6l¢iimii
353 nm eksitasyon ve 438 nm emisyon dalga boylarinda yapildi. Neopterin tayini
Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya laboratuarinda bulunan HPLC

cihazinda gergeklestirilmistir.
3.3. Calismada orneklerin toplanmasi

Selguk Universitesi Meram Tip.fakiiltesi kan bankasina kan bagisi yapmak
tizere gelen bireylerden saglikli olanlar kontrol grubunu bulasici enfeksiyon hastaligi

tagiyicilart ve hastalar1 hasta grubunu olusturmus ve drnekler alinmistir.
3.4. Orneklerin hazirlanmasi

Serum neopterin Ol¢limii i¢in diiz tliplere almman kanlar santrufuj edildi.
Serumlar diiz tiiplere ayrildi ve 1sikdan korumak amaciyla aliminyum folyolara
sarildi ve serumu ayrilarak kahverengi ependoflara alinarak —20 C’de ¢alisma saatine
kadar saklandi, caligma sirasinda serumdaki proteinleri deproteinize etmek i¢in 0,5ml
serum lizerine 0,1ml 2 mol/l TCA ilave edilerek vortekslendi ve 10,000 devirde 10

dakika santrifiij edildi. Siipernatant NP 6l¢iimii i¢in kullanildi.
3.5. Deneyin yapilisi

Serum neopterin Olgiimii i¢in diiz tliplere alinan kanlar 1siktan korumak
amaciyla aliminyum folyoya sarildi. Serumlar1 ayrilarak kahverengi ependorf
tiiplere konup hemen c¢alisildi. Analiz sonucunda Sekil 3.3. de goriilen standart

grafik tablosundan sonuglar belirlendi. Bunu sonuglart elde etmek i¢in HPLC



cihazinda alan olarak elde ettigimiz sonuglar1 Excel Progaramina girip ve standart
grafigimiz iizerinden elde ettigimiz sonuglar1 formiilize ederek hesaplandi. Eger
analiz hemen yapilmayacaksa —20 °C’de calisma saatine kadar deepfreezde
saklanmalidir. Caligma sirasinda serumdaki proteinleri deproteinize etmek igin
0,5ml serum iizerine 0,1ml 2 mol/l TCA ilave edilerek vortekslendi ve 10,000

devirde 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant NP 6l¢iimii i¢in kullanildi.

Tablo 2: HPLC sistemine ait ¢alisma kosullar1 ve sistem parametreleri

Clisma kusulu Sistem parametreleri

HPLC modeli Agilent 1100

Dedektor Floresans dedektor

Mobil faz Ph 6.4, 0.015 mol/Lfosfat tampon
Analitik kolon 4.6x250 mm,allsphere ODS-2 C18 5 um

reverse-phase kolon

Koruyucu kolon

Spherisorb ODS-2,C18 5 um reverse-
phase cartridge

Kolon sicakligi

25C

Dalga boyu 353 nm eksitasyon ve 438 nm emisyon
Akim hizi 0.8 mL/dakika

Calisma siiresi 20 dk

Ornek hacmi 20 Ul

Ayirim (elution)

Ters faz iyon degisimi

NP 6l¢iimii i¢in kullandigimiz HPLC nin ¢alisma kosullar1 ve parametreleri
tablo-2 de verilmistir. Neopterin konsantrasyonlarinin degerlendirilmesi icin seri
olarak hazirlanmis olan standartlar ile yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen pik
alanlar1 hesaplandi. Sekil 4’de ¢izilen kalibrasyon egrisi ve elde edilen regresyon

denklemi kullanilarak ¢aligma 6rneklerine ait NP konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Sekiz degisik konsantrasyonda hazirlanan NP standartlariyla yapilan

Olciimlerde elde edilen regresyon grafigi ve denklemi sekil 2°de gosterilmistir.



Regresyon grafiginde de goriildiigii gibi konsantrasyon ile pik alani arasinda yiiksek

derecede korelasyon saptanmuistir.
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Sekil-4: NP standart grafigi
3.6. Istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler icin SPSS 13 (Stastistical Package for Social Sciences
version) paket programi kullanildi. Serum neopterin degerlerinin normal dagilim
gosterip gostermedikleri Kolmogorov-Simirnov testi ile incelenmis, test sonucuna
gbre serum neopterin kontrol ve hepatit B pozitif olgu degerlerinin normal dagilim
gosterdikleri, hepatit C degerlerinin ise normal dagilim gdstermedigi bulunmustur.
Bu sonucglara gore kontrol ve hepatit B pozitif olgularin neopterin degerleri
bakimindan grup 1 ve grup 2’nin karsilastirilmasi i¢in bagimsiz iki grup karsilastirma
testlerinden Independent t testi ve hepatit C neopterin degerleri i¢in bagimsiz iki grup
karsilastirma testlerinden Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Sonuglar i¢in p<0.05

anlamlilik degeri olarak belirlendi.



4. BULGULAR

Hastanemize ait kan bankasina, kan bagisinda bulunan kisler ve merkez
mikrobiyoloji laboratuarina bas vuran kisilerden (hepatit B pozitif ve hepatit C

pozitif ) kan 6rnekleri toplandi.

4.1. Serum neopterin sonuglari

Kontrol, hepatit B pozitif ve Hepatit C pozitif serum NP diizeyleri aritmetik
ortalamasi, standart sapmalart ve minimum maksimum degerleri tablo-3 de
verilmektedir. Kontrol grubu ile viral hepatitli hastalar incelendiginde her iki grup
arasinda da onemli bir farka rastlanmamistir. Hepatit B grubu en diisiik neopterin
seviyelerine sahip iken Hepatit C grubu en yiiksek neopterin degerlerine sahip grup

olarak goriilmektedir.

Tablo-4 : Kontrol grubu, HBS+, HCV+, ve toplam hepatit bireylerinin NP

dagilimi
Ortalama
N Minimum | Maximum | pmol/l Std. Sapma
KONTROL 66 0,0183 0,4925| 0,1541 0,0851
Hepatit Total 72 0,0147 4,67 0,446 0,0952
HBB 40 ,0147 0,28 0,1091 0,066
HBC 32 0,02 4,67 0,8684 0.1319

Kontrol grubu (grup 1) ndaki neopterin sonuglarinin dagilimi ve bu dagilimin

egrisi sekil-5’de gosterilmektedir.
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Sekil-5 : kontrol grubunun NP degerleri ve bu dagilimin egrisi

Hepatit B pozitif hasta grubundaki NP sonuglarinin dagilimi ve bu dagilimin
egrisi sekil-6 da gosterilmektedir.
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Sekil-6 : HBB + grubunun NP degerleri ve bu dagilimin egrisi

Kontrol ve HBB+ olgular arasinda serum NP degerleri arasinda istatistiksel
anlamli fark bulunmustur (p:0.005,tablo-4). HBB + olgulardaki NP diizeyleri kontrol

grubu ile kiyaslandiginda anlamli derecede diisiikliik saptanmaistir.

Tablo-4: HBB + hastalardaki NP degerleri

Std.
Grup n Ortalama Deviation p
Kontrol 66 0.154 0.08
Hepatit B pozitif 40 0.109 0.066 0.005

HBC + hasta grubundaki NP sonuglarinin dagilimi ve bu dagilimin egrisi sekil-

7 de gorilmekdedir.
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Sekil-7: HBC + hasta grubu ve bu grubun NP sonuglar1 ve dagilimin egrisi

Kontrol ve HBC + gruplar1 arasinda serum NP degerleri arasinda istatistiksel

anlamli bir fark bulunmustur (p:0.005 tablo-5).

Tablo-5: HBC hastalardaki NP dagilimi

Median 1-3 ¢eyrek Minimum Maksimum | P
Kontrol | 0.1347 0.096-0.1876 | 0.02 0.49
HBC 0.185 0.101-1.281 0.02 4.67 0.028

HBB+ ve HBC+ arasinda serum NP degerleri arasinda anlamli bir fark
bulunmustur (p:0.005, tablo-6)



Tablo-6: HBC ve HBB gruplar1 arasindaki NP dagilimi

Median 1-3 ¢eyrek | Minimum Maksimum | P
HBB 0.1123 0.044-0.154 | 0.01 0.28
HBC 0.185 0.101-1.281 | 0.02 4.67 0.000




5. TARTISMA

NP, GTP’den sentezlenen bir pteridin  bilesigidir. NP  insan
monosit/makrofajlarinin INF-y ile uyarilmasi sonucu salinan bir metabolittir. INF-y
T hiicrelerinin uyarilma derecesine bagli olarak salinir. Bu nedenle biyolojik
fonksiyonu tam olarak bilinmemesine ragmen, NP’in uyarilmig hiicresel immiin
yanitin biyokimyasal bir belirteci olarak kabul edilmektedir (Huber ve ark 1984,
Bozkurt ve ark 2002 ).

GTP siklohidrolaz-1 enzim araciligi ile GTP’den 7,8-dihidroneopterin trifosfat,
daha sonra NP olugmaktadir. Ayrica NP’ nin yaninda BH4’de olugmaktadir. Bilindigi
gibi BHy tirozin hidroksilaz, fenilalanin hidroksilaz, triptofan-5- hidroksilaz ve nitrik
oksit sentaz gibi enzimlerin kofaktdriidiir. Insan monosit ve makrofaj kiiltiirlerinde
yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda INF-y sitiimiilasyonlu deneylerde ortamda
cok miktarda NP ve reaktif oksijen tiirlerinin biriktigi gozlenmistir. Ayrica NP ve
7,8- dihidroneopterinin ksantin oksidazi inhibe ettigi gozlenmistir (Reibnegger ve ark

1991, Berdowska ve ark 2001).

Cesitli kanser hastalarinin idrarlarinda NP artisinin gézlenmesi immiinolojik
aktivasyon belirteci olarak NP’e ayr1 bir 6nem verilmesine yol agmistir. Bununla
birlikte arastirmalar daha genisletilerek infeksiyon, otoimmiin, koroner arter
hastaliklari, kalp ve bobrek yetmezligi gibi farkli hasta gruplarinda caligmalar
yapilmaya baglanmis ve artmis idrar ve serum NP diizeyleri gézlenmistir (58,65). Bu
gelismelerin  neticesinde hem biopterin hemde NP’nin 0Olgiimii ¢esitli klinik
durumlarin degerlendirilmesinde kullanim alani bulmustur (Cornard ve ark 1984,

Berdowska ve ark 2001).

Calismamizda kontrol ve hepatit B li olgularda normal dagilim gosteren NP
bulgularina rastlarken hepatit C’li olgularda olduk¢a daginik dagilim gosteren NP
bulgularina rastladik. Hepatit C grubuna ait NP degerleri Hepatit B ve kontrol
grubuna gore oldukca anlamli derecede yiiksek ¢ikti. Kaleli ve arkadaslarida (2006)
yaptiklar1 ¢aligmada ¢alismamiza benzer olarak nonreplikatif hepatit B olgularinda
neopterin diizeylerini kontrol grubu ile benzer oldugunu gostermislerdir. Farkliligin
sadece replikatif hepatit b olgularinda olduklarini gostermislerdir. Buna karsilik Kilig
ve arkadaglar1 (2002) yaptiklar1 c¢alismada nonreplikatif hepatit B olgularinda



neopterin diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu

bulmuslardir.

Griingrief ve arkadaslart (1999) hepatit C olgularinda kontrol grubuna gore
anlamli derecede yliksek oranda neopterin diizeylerini saptamislardir. Buna karsilik
aynt grup interferon tedavisine verilen cevap ile neopterin diizeyleri arasinda
herhangi bir fark bulamamislardir. Bizim ¢aligmamizda da hepatit C olgularinin
neopterin diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
Yalniz belirgin hasta gruplarinda bunun yiiksek bulunmasi yiiksek olan hastalarin

daha genis boyutlu taranmasini gerektirmektedir.

Calismamiz sonuglart 1s1¢inda kan merkezinden alinan kan Orneklerinde
sadece NP degerlerine bakilarak viral enfeksiyon taramanin oldukca riskli
olabilecegini gostermektedir. Kronik viral hepatit B tastyicilar1 kontrol degerlerine
cok yakin degerler verebilmektedir. Calismamizda replikative hepatit b bulgular
bulunmadigindan bu gruptaki degerleri degerlendiremedik. Yine literatiirde hepatit
B tasiyict olgularda hastalik siiresinin neopterin dziieylerine olan etkisine
rastlamadik. Hastalig1 tasima periyodunun neopterin diizeyine olan artirici, azaltici

etkileri konusunda herhangi bir bilgiye rastlayamadik.

Calismamiza dahil edilen hastalarin farkli kurumlar tarafindan takip ve
tedavilerinin gerceklestirilmesi de hastalarin hastaliginin hangi boyutlarda oldugu
konusunda bilgi edinemedik. Yine hastalarin almis oldugu medikal tedavi hakkinda
da daha detayl bilgilere ulasamadik. Bu nedenle herhangi bir medikasyonun

neopterin diizeylerine olan etkisini degerlendiremedik.

Bununla birlikte hepatit ¢ olgularinda oldukg¢a yiiksek degerde neopterin
diizeylerine rastlanmasi bu hastalarda NP’nin hastaligin taranmasinda, prognozunda
kullanilabilecek muhtemel bir markir olabilecegini gostermektedir. Biz hastalarla
ilgili gerekli detaylara ulasamadigimizdan yiiksek NP degerlerinin herhangi bir akut
enfeksiyonun varliginami yada enfeksiyonun ilerlemesi ile ilgili bir nedene mi baglh
oldugunu degerlendiremedik. Boyle bir degerlendirme yapabilmek i¢in daha detayli
ve hasta sayis1 daha ¢ok olabilen ¢alismaya ihtiyag¢ vardir. Hasta takipli yapilabilecek
olan daha uzun siireli bir ¢aligsma ile neopterin-hepatit ¢ viriis enfeksiyonu arasindaki

iligki net sekilde ortaya konabilir.
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Neopterin (NP) diisiik molekiil agirlikli (253) 2-amino-4-hidroksi-(1',2",3'-
trihidroksi propil) pterindir. NP INF-y ve az derecede diger sitokinler, endotoksinler
ve INF- o tarafindan GTP siklohidroksilaz-1 araciligiyla monosit/makrofajlarda
tiretilir. Bu hiicreler NP iiretiminin en gii¢lii indiikleyicileridir. NP konsantrasyonlari
viicut sivilarinda INF-y varligin belirtir. Neredeyse tiim insan hiicrelerinde GTP’
den tetrahidrobiopterin (BHy) tiretilir tek istisna, monosit ve makrofajlarda 6-pirovoil
tetrahidropterin sentetazin eksikliginde 7,8 dihidroneopterin trifosfatin hidroliz ve
oksidasyonun bir sonucu olarak NP olusur. Bu calismanin amaci hiicresel imiinite

gostergesi olan NP diizeylerinin bulasici hastaliklarla iliskisin incelenmesi.

Bu amagla Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Kan Bankasi ve
Mikrobiyoloji laboratuarlarina gelen hastalardan secilen 138 serum orneginde NP
diizeyleri ve hepatit B, hepatit C, markirlar1 bakilmistir NP diizeyleri HPLC
cihazinda floresans detektor kullanilarak, enfeksiyon hastalilar1 markerleri ise
mikrobiyoloji laboratuarlarinda ¢aligilmistir. Calismamizda neopterin diizeyi kontrol
grubu ile hepatit B olgular1 arasinda onemli bir farkliliga rastlanmadi. Buna karsilik
hepatit ¢ grubu sonuglar1 hem hepatit b den hemde kontrol grubundan anlaml
dercede yiiksek oranda bulundu. Sonu¢ olarak kan donoérlerinde sadece neopterin
taramasinin oldukgca riskli olabilecegi ancak diger viral tarama markirlarinin yani sira

faydali olabilecektir.



8. SUMMARY
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Neopterin (NP) is a pterin that has low weighted molecule (253) 2-amino4-
hydroxy (1',2",3'-trihidroksi propil). NP is produced by INF-y and slight amount of
other sythocins, endetoxin and INF-a by means of GTP syklohydrolase in
monocyte/macrophage. These cells are the most influental stimulants of NP
production. NP concentration indicates the presence of INF-y in the body fluids. In
almost all of the human cells tetrahidrobiopterin (BHy) is produced from GTP. But
the only exception is the occurance of NP as a result of 7,8 dihidroneopterin trifosfat
hydroxlase and oxdation in the monocyte and macrophage and in cessation, of
deficiency in 6-pirovoil tetrahidropterin sentetase. The aim of this study is
tonexamine the relation between neopterin levels, which is an indicator of celluar

immunity and blood transfusion-related diaseases.

Fort his purpose the neopterin levels and the hepatits B, hepatits C markers of
138 serum examples, selected from the patients who came to mikrobiology
laboratory and blood bank of Meram Medicine Faculty of Selcuk University, are
examined. The neopterin levels are studied by usig fluorescence dedector in the
HPLC equipment, the markers of infectous patients in the microbiology laborotary.
Hepatitis B patients results showed similar neopterin levels when compared to
control groups. Hepatitis C patients showed higher neopterin level when compared to
the control and hepatitis C. As a conclusion, neopterin measurements may be helpfull

when used in addition to the serological markers.
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