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I1. Ozet
GAUCHER HASTALIGININ TANISI VE SIDDETININ GOSTERGESI
OLARAK PTERIDIN METABOLITLERININ ARASTIRILMASI

Bu projenin amaci Gaucher hastaliginin tanisinda ve tedavisinin izlenmesinde
pteridin metabolitleri diizeylerinin olasit yararinin arastirilmasidir. Pteridinler ve
tiirevleri, ¢esitli vitamin ve kofaktorlerin metabolizmasinda ara {iriinler olarak islev
goriir ve hastaliklarla ilgileri, hastalik biyobelirtegleri olarak rollerini incelemek igin
yeni arastirmalara ilham vermistir. Bu amagla lizozomal Gaucher tamis1 ile EUTF
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklart AD Metabolizma BD polikliniginde izlenmekte olan, 14
hasta caligmaya alinmistir. Hastalardan rutin izleme i¢in kan Ornegi alinirken bu
arastirma igin de 6rnek toplanmis ve ¢alisiimistir. Kanda ve Idrarda pterin metabolitleri
neopterin dizeyleri ise LC MS MS temelli yontemle belirlenmistir. LC ve MS/MS
kosullarinin optimizasyonlar1 sonucu elde edilen temsili kromatogramlarda pikler
simetrik, garaltd ve kuyruklanma yok denecek kadar az ve sinyal/giiriiltii oran1 ise
yiiksek tespit edilmistir. Her bir metabolit i¢in elde edilen dogrusal tayin araligi
grafiklerinin R? degerleri >0,995 olarak bulunmustur. Tekrarlanabilirlik bulgularinda
ise gerek gin ici gerekse de ginler aras1 yiiksek seviye i¢in %CV degerleri %15’in
altindadir. idrar Neopterin diizeyleri hem ELISA kit hem de LC MS/MS ynétemleri
ile belirlenmistir. Kullanilan iki yontemin karsilastirmasinda her iki yontemin
korelasyon gosterdigi  bulunmustur. Gaucher hastalarimin kitotriozidaz enzim
aktiviteleri kontrol grubuyla karsilatirildiginda istatistiksel olarak hastalarin
Kitotriozidaz diizeyleri anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p< 0,001).
Hastalarin idrarinda Neopterin diizeyleri saglikli kisilere gore daha yiiksek bulunurken
(P=0.07) Tetrahidrobiopterin duzeyleri diisiik (p=0.043) olarak bulunmustur.
Dihidropterin ve 7-biopterin (primapterin) dlzeyleri de hastalarda yuksek
bulunmustur ancak bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli  degildir.
Neopterin/Tetrahidrobiopterin oranina bakildiginda hastalarda bu oran, saglikli
kisilere gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p=0.000). ROC egrisi
cizildiginde, tek basina Neopterin hastalik gdstergesi olarak yeterli hassasiyete sahip
degilken, Neopterin/BHs oraninin kitotrioidaz ile benzer spesifisite ve sensitivite
gosterdigi belirlenmistir. Korelasyon analizinde; saglikli kisilerde kitotriozidaz

aktivitesi pterin metabolitleri ile herhangi bir korelasyon gostermezken hastalarda



Kitotriozidaz aktivitesi idrar neopterin (p=0.018, r=0.622) ve 7-biopterin (p=0.018,
r=0.622) dlzeyleri ile pozitif korelasyon gdstermistir. Gaucher hastalarinda idrarda
oldukca yiiksek degerde neopterin diizeylerine rastlanmasi bu hastalarda NP’nin
hastaligin taranmasinda, prognozunda kullanilabilecek muhtemel bir belirtec
olabilecegini gdstermektedir. Neopterin diizeylerinin yliksek, BH4 diizeylerinin diisiik
olmas1 makrofaj aktivasyon gostergesi olarak degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada elde
edilen en 6nemli bulgu Gaucher hastalarinin idrarinda Neopterin/BH4 oraninin anlamli
olarak yiiksek bulunmasi ve Kitotriozidaza esdeger bir sensitivite gostermesidir.
Neopterin, BHs dlzeylerinin idrarda LC MS/MS ile belirlenmesinin, o6zellikle
kitotriozidaz1 genetik olarak diisilk olan hastalarda yararli olacagini gétermektedir.
Idrar 6rneginin non-invaziv olarak elde edilebilir olmasi, LC MS/MS ile hizli sonug
verilebilmesi ve testin dogruluk ve kesinliginin gdsterilmis olmasi nedeniyle
Neopterin/BHs oraninin 6nemli bir gosterge olarak klinikte kullanilabilecegini

diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler; Gaucher Hastaligi; Pteridin; LC-MS/MS; Kitotriozidaz



I11. Abstract
THE RESEARCH OF PTERIDIN METABOLITES AS DIAGNOSIS OF
GAUCHER'S DISEASE AND INDICATOR OF INTENSITY

The aim of this project is to investigate the potential benefit of levels of pteridine
metabolites in the diagnosis and monitoring of Gaucher's disease. Pteridines and their
derivatives function as intermediates in the metabolism of various vitamins and
cofactors, and their relevance to disease has inspired new research to study their role
as disease biomarkers. For this purpose 14 patients with a diagnosis of lysosomal
Gaucher who were being followed up in the policlinic of Ege University Faculty of
Medicine Child Health and Diseases Department of Metabolism were included in the
study. While blood samples were taken from patients for routine monitoring samples
were also collected and studied for this study. Pterine metabolites and neopterin levels
in blood and urine were determined by the LC MS/ MS-based method. Representative
chromatograms obtained as a result of optimization of LC and MS/MS conditions, the
peaks were symmetrical, noise and tailing were almost nonexistent, and signal/noise
ratio was high. The R? values of the linear range graphs obtained for each metabolite
were found to be 0.995. In the repeatability findings; CV% values are below 15% for
high level both within day and between days. Urine Neopterin levels were determined
with both ELISA kit and LC MS/MS methods. In the comparison of the two methods,
both methods showed positive correlation. When the chitotriosidase enzyme activities
of Gaucher patients were compared with the control group, CHIT levels of the patients
were found significantly higher (p <0.001) than those of control grourp. While
Neopterin levels were found to be higher in the urine of the patients compared to the
healthy individuals, the tetrahydrobiopterin levels were found to be low.
Dihydropteridine and 7-biopterin (primapterin) levels were also found higher in
patients but this elevation was not statistically significant. Considering the
neopterin/tetrahydrobiopterin ratio, this ratio was found to be significantly higher in
patients compared to healthy individuals. When the ROC curve was drawn, it was
determined that Neopterin alone did not have sufficient sensitivity as a disease
indicator while the Neopterin/BH4 ratio showed similar specificity and sensitivity with
chitotrioidase. Chitotriosidase activity in healthy individuals did not show any

correlation with pterin metabolites while chitotriosidase activity in patients was

v



positively correlated with urinary neopterin (p = 0.018, r = 0.622) and 7-biopterin (p
= 0.018, r = 0.622) levels. High levels of neopterin in the urine of Gaucher patients
indicate that NP may be a reliable marker that can be used in screening and prognosis
of the disease in these patients. High neopterin levels and low BHa4 levels were
evaluated as macrophage activation indicators. The most important finding obtained
in this study is that the Neopterin/BH4 ratio was found to be significantly high in the
urine of Gaucher patients and showed a sensitivity equivalent to Chitotriosidase. Our
data suggests that the determination of BH4 an Neopterin levels in urine by LC MS/MS
will be particularly useful in patients with genetically low chitotriosidase. We think
that the Neopterin/BHj4 ratio can be used in the clinic as an important indicator because
the urine sample can be obtained non-invasively, the results can be obtained quickly

with LC MS / MS and the accuracy and precision of the demonstrated test.

Keywords; Gaucher Disease; Pteridine; LC-MS/MS; Chitotriozidase
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1. Giris

Lizozomal depo hastaliklart (LDH) en az 50 farkli genetik hastalik grubunu
kapsar. Dinya genelinde LDH sikligimin 1/40,000—1/100,000,000 arasinda oldugu
tahmin edilmektedir. (Deegan vd., 2005) Lizozomal enzimleri kodlayan genlerdeki bir
mutasyon sonucu enzim proteinleri veya iliskili kofaktorlerinde olusan bozukluga
bagli olarak lizozomal depo hastaliklar1 gelisir. Lizozomal enzimler pek ¢ok
biyomolekiiliin yikiminda gorev yaparlar. Lizozomal Depo Hastaliklarinda ise
yikilamayan molekiiller lizozomlar igerisinde birikmeye baslar ve hiicreler siser.

Boylece hiicre fonksiyonlar1 bozularak hiicre 6liimii gerceklesir.

Gaucher hastaligi, B- glukoserebrosidaz aktivitesindeki eksiklige bagl gelisen
otozomal resesif gegisli bir hastaliktir. (E Beutler, Grabowski, Scriver, Hill, & 1995,

yy.)

Enzim katalizinde bir kofaktor olan 5,6,7,8 tetrahidrobiopterin (BH4) pek ¢ok
metabolik olayda gorev almaktadir. (Allegri vd., 2012). Th1 tipi sitokin IFN gama ile
uyarilan monosit kaynakli makrofajlar pteridin metabolitleri ve neopterin sentez eder.
Viral enfeksiyonlar, maligniteler gibi pek ¢ok hastalikta gosterilmis olan neopterin
konsantrasyonu artisinin  hiicresel immun aktivasyon gostergesi oldugu O©ne

stiriilmistiir. (Capuron vd., 2014)

Bu projede BH4 metabolizmasinda anahtar molekiiller olan 6 Neopterin, BHs-
(5,6,7,8-tetrahidrobiopterin), BH> (7,8-dihidrobiopterin), L-primapterin, dizeyleri
altin standart yontem olan LC MS/MS teknigi ile belirlenmistir. Yapilan galigmalar
1s51¢inda Gaucher hastaligi olan bireylerde Neopterin ve pteridin metabolitlerinin
hastaligin tanisi, siddeti ve hastalarin tedavisinin izlenmesinde kitotriozidaz enzimine

gore Ustlinligl olup olmadig: aragtirilmistir.

Bu baglamda &rnek grubu EUTF Cocuk Sagh§i ve Hastaliklari AD

Metabolizma BD polikliniginde izlenmekte olan Gaucher hastalarini1 kapsamaktadir.

1.1. Arastirmanin Problemi
Gaucher hastalig1 lizozomal depo hastaliklari i¢inde en sik rastlanan hastalik
grubudur. Yapilan ¢alismalarda Gaucher hastaliginda glikoserebrozid birikimi sonucu

aktive olan makrofajlardan baz sitokinlerin salindig1 gosterilmistir.



Hastaligin tanisinda enzim diizeyi belirlenmesi altin standart olmasina karsin
hastaligin farkli genetik mutasyonlarla olusan farkli tiplerinde enzim diizeylerinin
farkli olmasi ve enzim replasman tedavisinde enzim diizeylerinin degismesi nedeniyle
hastaligin tanis1 ve tedavisi i¢in baska belirteclere gereksinim vardir. Bu ¢alismada,
hastalik siirecinde makrofaj aktivasyonu olmasi nedeniyle makrofaj aktivasyonu
belirteci olarak baska immun hastaliklarin tanist ve izleminde kullanilmis olan bazi
gostergeler ilk kez Gaucher hastalarinda incelenmistir. Bu metabolitlerin hastaligin
tanisinda yararli bulunmasi, farkli genetik mutasyonlar nedeniyle tanida sorun yagsanan
hastalarin daha kolay bir sekilde taninmasi saglayacaktir. Ayrica bu gostergelerin

enzim replasman tedavisinin izlenmesinde kullanilmas1 miimkiindiir.

1.2. Arastirmanin Sorusu
Neopterin ve pteridin metabolitlerinin Gaucer hastaliginin tanisi, siddetinin
belirlenmesi ve hastalarin tedavisinin izlenmesinde kitotriozidaz enzimine gore

istiinliigii var midir?

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Gaucher hastalarinda makrofaj aktivasyonu oldugu ve buna bagli bazi
inflamatuvar molekiillerin miktarinin  arttigi  gosterilmistir. Bu hastaliklarin
izlenmesinde 10kosit ve inflamasyon gostergeleri yararli olabilir. Kitotriozidaz
aktivitesi inflamasyon gostergesi olarak rutinde 6lgiilmektedir. Ancak kitotriozidazin
genetik eksikligi olan hastalarda bu enzim OSlgiilmesi anlamsiz olmaktadir. Pterin
metabolitleri inflamatuvar hastaliklarda arttigi gosterilmistir. Bu nedenle Gaucher

hastaliginda da gosterge olarak kullanilabilir.

1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Gaucher hastalig tanisinda enzim aktivitesi tayini altin standart olmakla birlikte
tedavide kullanilan enzimler nedeniyle tedavinin izlenmesinde kullanilmamaktadir.
Gaucher hastalarinda makrofaj aktivasyon gostergesi olarak o6lcllen Kitotriozidaz
enzimi de mutasyonlar nedeniyle baz1 hastalarda diisiik olarak bulunmaktadir. Bu
nedenle inflamasyon belirteci olarak baska hastaliklarda gosterilmis olan Neopterin bu
calismada belirlenmistir. Neopterin diizeyinin kanda ve idrarda dl¢iilmesi ile hastalarin

izlenebilecegi diisiintilmiistiir.



Ayrica Neopterinin sentezlendigi metabolik yolda yer alan diger metabolitler ve
tetrahidrobiopterin diizeyleri de belirlenerek hastaligin tedavisinin izlenmesinde yeni

belirte¢ olarak degeri arastirilmistir

1.5. Arastirmanin Smirhhklari

Gaucher hasta sayisinin azligr istatistiksel olarak analamli sonuglar elde
etmemizi engellemistir. Hastalarimizin hemen hepsi Gaucher Tip 1 oldugu igin tipler
arasinda pterin diizeyleri agisindan bir fark olup olmadigi gosterilememistir.
Hastalarimizin hepsinin enzim replasman tedavisi almakta olmasi da hastaligin ilk

tanisinda pteridin metabolitlerinin roliinii tartismamiza engel olmustur.

1.6. Arastirmanin Amaci

LDH hastaliklarinin tanisinda enzim tayini altin standart olarak kabul
edilmektedir. Ancak enzim replasman tedavisinin izlenmesinde enzim aktivitesi
Olciimii yapilmasi tam olarak bilgi veremeyecegi i¢in 6zellikle Gaucher hastaliginin
LDH tani ve izlemlerinde kitotriozidaz (CHIT) aktivitesi Ol¢iimii glinlimiizde sik
kullanilan bir yontemdir. Ancak beyaz irkta toplumun yaklasik %6’sinda bir mutasyon
sonucu kitotriozidaz aktivitesinin hi¢ bulunmamasi bu enzimin kullanimini
kisitlamaktadir. Bu projenin amaci Gaucher hastalig1 tanis1 ve tedavinin izlenmesinde
kitotriozidaz yerine ve/veya birlikte kullanilabilecek yeni belirtecler olan neopterin ve

pteridin metabolitlerinin arastirilmasidir.



2. Genel Bilgiler
En yaygin lizozomal depo hastaliklarindan biri olan Gaucher hastaligi (GD),
GBA1l geni tarafindan kodlanan lizozomal enzim [- glukoserebrosidaz
(betaglukosidaz) (EC 3.2.1.45) (GCase) enziminin aktivitesindeki eksiklige bagli
geligir. Hastalik otozomal resesif ge¢islidir. (E Beutler vd., y.y.),(Mistry vd., 2011).

Bu enzim eksikliginde glukoserebrozid yikilamaz ve baz1 dokularda,
karacigerde, kemik iliginde, akcigerlerde, genellikle dalakta hiicrelerin lizozomlarinda
glukosilseramid birikimi olur (Boven vd., 2004). Hucrelerde lipid birikmesiyle
makrofajlarin histolojik, morfolojik goriintimii degisir. Hiicre burusturulmus ipek
goriintlisii alir ve “Gaucher hiicresi” olarak adlandirilir. (Ernest Beutler, 2007),
(Mankin, Rosenthal, & Xavier, 2001), (Reuser & Drost, 2006)

Gaucher htcreleri ile makrofajlar, katepsin ve benzer lizozomal proteazlari asiri
eksprese ederler. Hastalikta proinflamatuvar sitokin artist goralir; TNFa, MIP-1a,
MIP-1p, IL-4 diizeylerinde artis meydana gelir. Antiinflamatuvar sitokin miktarlarinda

ise (IL-10 ve IL-13) azalma gorilir (Gervas-Arruga vd., 2015).

2.1. GAUCHER HASTALIGI

2.1.1. EPIDEMIYOLOJi

GD’in yaygin ¢esidi Tip 1 GD (GD1) olup Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa
ve Israil'de goruliir ve Askenazi-Yahudi toplumunda daha siklikla gériilmektedir. Tip
2 GD (GD2) tum etnik tiplerde gorilebilmektedir. Genel populasyonda GD'in standart
dogum insidansimnin 100.000'de 0.7 ile 1.8 arasinda oldugu 0Ongorulmektedir
(Nalysnyk, Rotella, Simeone, Hamed, & Weinreb, 2017). AJ populasyonundaki GD
prevalansinin 850'de 1 (118/100 000) oldugu tahmin edilmektedir. Yahudi olmayan
nifusta ise 1-2/100 000 kabul edilir (Mistry vd., 2011), (Horowitz vd., 1998), (Meikle,
Hopwood, Clague, & Carey, 1999). GD2 (akut néronopatik GD), prevalans1 1/150.000
ve Tip 3 GD (GD3, subakut veya kronik néronopatik GD), 1/200.000 olarak tahmin
edilmektedir (Sidransky, 1997). GD3 Prevalansi, daha uzun sagkalim nedeniyle
GD2'den fazladir (Tylki-Szymanska, Vellodi, ElI-Beshlawy, Cole, & Kolodny, 2010).

2.1.2. PATOGENEZ
Non noropatik ve noropatik hastaliklar iginde GD’in (¢ tipinin agir etkilenen

bebeklerden baglayip akut ve kronik ndropatik belirtilere ve Parkinson hastaligi
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belirtilerine kadar devam eden bir spektrumu temsil ettigi diistiniilmektedir (Goker-
Alpan vd., 2003). GD'in Kklinik belirtileri dalak, karaciger, kemik iligi, kemik, diger
dokular ve organlarda lipid yiiklii makrofajlarin birikmesinden kaynaklanir.
Makrofajlarda patolojik lipid birikimi, karaciger ve dalaktaki ek doku kitlesinin yuzde
ikisinden daha azin1 olusturur (Cox, 2001).

2.1.3. KLINIK BULGULAR

GD, hemen hemen tiim hastalarda viseral organlari, kemik iligini ve kemikleri
etkiler. Hastaligin siddeti perinatal oliimctl bulgular ile asemptomatik arasinda
degisebilir ve her yasta ortaya ¢ikabilir. GD klinik ozellikleri ve seyri ile ayirt edilen
uc klinik tipe ayrilmistir (Goker-Alpan vd., 2003).

Tip 1 (GD1) monozigotik ikizleri olan kardesler arasinda bile, belirtiler siddet ve
progresyondaki degiskenlik ile karakterizedir. (Grabowski vd., 2004b), (Fairley vd.,
2008). Semptomatik hastalarda viseral tutulum, kemik hastaligir ve kanama gorulir.
Buyimede gecikmeyle pubertal gecikme goruliir. GD1 i¢in baslangi¢ yas1 degiskendir.
Bazi hastalar 12- 24 ay arasinda yasarken, digerlerinde ge¢ yetiskinlige kadar klinik
belirtiler yoktur. Bu genotipli bazi kisiler yasamlar1 boyunca asemptomatik
kalabilmektedir (Balwani, Fuerstman, Kornreich, Edelmann, & Desnick, 2010).

Tip 2 (GD2) GD'in akut, noronopatik formudur. Erken baslangicli, tipik olarak
dogumdan sonraki ilk yilda gorilir (Gupta, Oppenheim, Kauvar, Tayebi, &
Sidransky, 2011a). Viseral tutulum yaygin ve siddetlidir. Bebekler klinik olarak
kollodyon bebek olarak da bilinen konjenital iktiyoz ile basvurabilirler (Finn, Zhang,
Chen, & Scott, 2000), (Gupta, Oppenheim, Kauvar, Tayebi, & Sidransky, 2011b).

Tip 3 (GD3) GD'in subakut veya kronik néronopatik seklidir. GD3'lii kisiler iki
yasindan Once yavas bir hastalik ilerlemesi ile baslayabilir. Bu nedenle GD2 ve GD3
arasindaki ayrim genellikle zordur. Bunun bir hastalik belirtisi yelpazesi oldugunu
destekleyen belirgin ortiisme olmasina ragmen, GD3'lin ii¢ formu taninmigtir ancak

bazi yazarlar GD3'in alt smiflamasini ortadan kaldirmayi Onermistir. (Cox &

Schofield, 1997), (Harris, Taylor, & Vellodi, 1999), (Abrahamov vd., 1995).

2.1.4. TANI
GD tanisi, GD ile tutarli klinik 6zelliklere sahip bir hastada, genellikle periferal

16kositlerde, azalmig glukoserebrosidaz aktivitesinin bulunmasiyla konur. (Wenger,
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Clark, Sattler, & Wharton, 1978). Enzim aktivitesi, monositlerden lenfositlere ve
graniilositlere dogru azalan her beyaz hiicre tipinde degisiklik gosterir. Mutasyon
analizi, taninin dogrulanmasini saglar, genetik danismanlik ile tan1 konulmamis aile
uyeleri ve heterozigot tasiyicilar belirlenir. Genotipin belirlenmesi prognozun

belirlenmesine yardimci olur (Grabowski vd., 2004a).

Gaucher hastalariin plazmalarinda normalden fazla artan (100- 1000 kat) kitinaz
aktivitesi saptanmistir. Bu enzime, sentetik substrat olan kitotriozu da hidroliz etmesi
sebebiyle “kitotriozidaz” adi verilmistir. (Hollak, Van Weely, Van QOers, & Aerts,
1994) Kitotriozidaz, kitinaz enzim smifinda yer almaktadir. [EC 3.2.1.14]. Bu enzim;
Gaucher hastalig1 gibi lizozomal depo hastaliklarinda, doku makrofajlarinda, notrofil
oncu hicrelerinde, demir ve glikojen birikmesi gibi durumlarda normalden fazla
sentezlenir ve salinir (Renkema, Boot, Muijsers, Donker-Koopman, & Aerts, 1995).
Kitotriozidaz, GD’de ayirict tam1 ve enzim replasman tedavisinin etkinliginin
arastirmalarinda biyobelirteg olarak kullanilmaktadir (Malaguarnera, 2006). Fakat
beyaz 1rk igindeki populasyonlarin %6’sina yakin bir oranda plazma Kkitotriozidaz

aktivitesinin hi¢ bulunmadig1 gézlemlenmistir (Deegan vd., 2005).

2.2. PTERINLER

Pterinler biyolojik olarak aktif heterosiklik bilesikler olup 2-amino-4-
hidroksipiridin ¢ekirdeginden olusmaktadir. (Basu & Burgmayer, 2011), (Cabrerizo
vd., 2005), (Tomsikova, Tomsik, Solich, & Novakova, 2013). 1889'da kesfedilmis
olan bu molekdller iltihaplanma, oksidatif stres ve aromatik amino asit
hidroksilasyonuna dahil olduklari i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilmistir. Pteridin
halkasinin ikinci konumunda amino grubu, dordiincii konumunda okzo bulundugunda
bu yapiya “pterin” adi verilmektedir. (Wachter, Fuchs, Hausen, Reibnegger, &
Werner, 1989), (Gieseg, Baxter-Parker, & Lindsay, 2018), (Fitzpatrick, 1999), (Nature
& 1889, vy.y.), (Fuchs, Weiss, & Wachter, 1993). Pteridinler, altinc1 karbon
atomundaki yan zincir ve oksidasyon durumuna gore Tetrahidro, Dihidro ve Okside
formu olarak tice ayrilir. Hemen her tiirlii canli organizmadan c¢esitli pterin tiirevleri

izole edilmistir.

Dogada, pterinler iki ana sinifta ortaya cikar: "konjuge" pterinler, nispeten
karmasik yan zincirler (folik asit ve tiirevleri) ve "unkonjuge™ pterinler ise daha basit

yan zincir yapilari ile karakterize edilir.



2.2.1. D-(+)-Neopterin

Bu bilesik Pteridin smifina ait olup GTP’den sentezlenir. 2-amino-6-
(1,2,3"trihidroksipropil)-1H-pteridin-4-on  seklinde isimlendirilir.  Neopterinin
molekdl yapis1 sekilde gosterilmistir (Sekil 1) .

_E\ NN " N L :'4 |
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Neopterin Tetrahidrobiyopterin

Sekil 1. Neopterin ve Tetrahidrobiyopterin

Neopterin turevleri aktive makrofajlardan oksidatif patlama ile tretilen reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu arttirmaktadir ve sitotoksitelerini etkilemektedir. (Murr,
Widner, Wirleitner, & Fuchs, 2005) Nitrik oksit sentezini arttirmaktadir (Pourakbari
vd., y.y.). Redoksa duyarli transkripsiyon faktorlerini aktive ederek cesitli hiicre
serilerinde apoptozisi uyarmaktadir (Mahmoud, EI-Gendi, & Ahmed, 2005).

2.2.2. Tetrahidrobiyopterin

Pterin sinifina ait, GTP’den sentezlenen 2-amino-6-(1,2-dihydroxypropyl)-
5,6,7,8-tetrahydro-3H-pteridin-4-one bilesigidir. Tetrahidrobiopterin (BH4) molekiil
yapist sekilde gosterilmistir (Sekil 1). BHs, tirozin-3-hidroksilaz (EC 1.14.23),
triptofan-5-hidroksilaz (EC 1.14.16.5) enzimlerinin kofaktorudur. Aromatik amino
asitlerin hidroksilasyonuna ek olarak, arjininden nitrik oksit sentezini saglayan, nitrik
oksit sentaz (EC 1.1.4.23) ve plazmalojenlerin peroksizomlarda eter baglarinin
oksidasyonunda gorev alan gliseril eter monooksijenaz (EC 1.14.16.5) enzimlerinin de
kofaktOrii olarak gorev alir (Thony, Auerbach, & Blau, 2000) . Biyojenik aminlerin
sentezinde de rol oynadigindan BHa eksikliginde bu norotransmitterlerin olusumu

bozulur, bulgular nérotransmitterlerin eksikligi sonucu ortaya ¢ikar.

2.2.3. 7,8-Dihidrobiopterin

IUPAC adi 2-amino-6-[(1S,2R)-1,2-dihydroxypropyl]-7,8-dihydro-3H-pteridin-
4-one olan 7,8-Dihidrobiopterin’in molekiil yapis1 sekilde gosterilmistir. (Sekil.2)



Dihidrobiopterin 6,7- Dimetilpterin

Sekil 2. Dihidrobiopterin ve 6,7- Dimetilpterin

2.2.4. 6,7-Dimetilpterin

Kararsiz kinoid 6,7-dihidrobiyopterin ile 7,8-dihidrobiyopterin enzimatik
olmayan yeniden dizenlenmesi tetrahidrobiyopterinin dihidrofolat rediiktaz yoluyla
6,8-dihidrobiyopterinden yeniden iiretilebildigi durumlarda meydana gelebilir,
molekiil yapis1 sekilde gosterilmistir (Sekil.2).

2.2.5. 7-Biopterin (L-primapterin)
Primapterin, sirastyla 2. 4. ve 7. konumlarda amino, okso ve 1,2-dihidroksipropil
ikame edicilerinden olusan pterin i¢eren biopterin smifinin bir iyesidir. Metabolit

gorevi gorur. IUPAC adlandirmasi 2-amino-7-(1,2-dihydroxypropyl)-3H-pteridin-4-
one olan bu bilesigin molekiil yapisi sekilde gosterilmistir. (Sekil.3)

Sekil 3. 7-Biopterin (L-primapterin)

Neopterin ve BH4, immun sistem aktivasyonu ve oksidatif durumdaki
degisiklikleri ve monoamin nérotransmitter sentezindeki ve nitrik oksit eksikliklerini
degerlendirmek i¢in kullanilir. Neopterin, interferon-y ve dolayl olarak tiimor nekroz
faktoru- a ile uyarilmasinin ardindan, guanozin trifosfattan, aktive edilmis makrofajlar
ve dendritik hiicreler tarafindan sentezlenmektedir. (Murr vd., 2005). Neopterin,

yiiksek floresan dogasi geregi immiin aktivasyonun gii¢lii ve 6nemli bir belirtecidir.
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Son yillarda, hiicre aracili immiin yanitin biyokimyasal belirteci olarak ve
kardiyovaskiiler risk degerlendirmesi igin 6ngoriicii bir belirte¢ olarak giderek daha
fazla taninmaktadir (Wachter vd., 1989) ,(Hausen, Fuchs, Reibnegger, Werner, &
Wachter, 1989), (Murr vd., 2005), (Wachter vd., 1989)(De Rosa vd., 2011).

2.3. PTERIN METABOLIZMASI

GTP Folic acid
GTPCH I n—
Non-specific
. _[o] . PnPase  7,8-NH, 5 ;O
Neopterin® «=——— 7,8-NH," #=—— triphosphate 6-FPH, ——= &-Formylpterin®
NAD(P)H
/ PTPS hv, [O]
Monapterin” o}
PPH, PH, 6-Carboxypterin”
Sepiapterin Non-enzymatic
Reductase o] cleavage
“
i & o] )
7-Substituted BH, XanH, —
Pteridines”
\ [oj l[o] XDH
; . AAA - N
s S-Biopterin AGMO, NOS Xan Isoxanthopterin
/ o]
Sepiapterin” 7.8-BH,"

Sekil 4. GTP ve folik asitten konjuge olmayan pteridinlerin olustugu metabolik yol (Burton, Shi, &
Ma, 2016).

GTP: guanosin trifosfat, GTPCH I: guanosin trifosfat siklohidrolaz I, 7,8-NH2: 7,8-dihidroneopterin,
6-FPH2:6-formil-7,8-dihidropterin, PTPS:6-piruvil-tetrahidrobiopterin sentaz, PPH4:6-piruvil-
tetrahidrobiopterin, BH2:7,8-dihidropterin, BH4:5,6,7,8-tetrahidrobiopterin, 7,8-BH2:7,8-
dihidrobiopterin, XanH2:7,8-dihidroksantopterin, Xan:ksantopterin, DHPR: 6,7-dihidropteridin
rediiktaz, AAAH: aromatik amino asit hidroksilaz, AGMO: alkilgliserol monoksijenaz, NOS:nitrik
oksit sentaz, XDH: ksantin dehidrojenaz.

BH4, GTP’den baglayarak dort basamakta ve {i¢ enzimin katalizledigi
reaksiyonlarla sentezlenir. GTP’den 7,8-dihidroneopterin trifosfat olusumunu
GTPCH-I katalizler (Sekil.4). Bir sonraki basamakta 7,8-dihidroneopterin trifosfat, 6-
pirivoyl-tetrahidropterin sentaz (PTPS) enziminin katalizledigi bir reaksiyonla 6-
purivoyil-tetrahidropterin’e doniistiiriilir. Magnezyum bagimli, hegzamerik formda
bir metal enzim olan PTPS‘nin doku dagiliminin GTP-CH-I’den farkli oldugu
gosterilmistir. Bundan sonraki iki basamakta ise sepiapterin rediiktaz enzimi rol oynar
ve BH4 sentezlenir (Janos, 2017).



3. Gereg ve Yontem

Kesitsel nitelikte olan bu ¢aligma Gaucher hastaligi olan bireylerde pterin
metabolitlerinin diizeylerinin tan1 koymada yararinin olup olmadig: ve hastalarin
tedavisinin izlenmesinde kitotriozidaz enzimine gore tistiinliigiiniin olup olmadiginin

arastirilmasi amaciyla yapilmistir.

Pteridin metabolitlerinin inflamatuvar hastaliklarda arttig1 gosterilmistir. Bu
nedenle Gaucher hastaliginda da gosterge olarak kullanilabilecegini diisiindiigiimiiz

bu metabolitleri LC MS/MS temelli yontemle belirledik.

3.1. Hasta Se¢imi

Projenin kabul edilmesinden itibaren Temmuz 2019 — Haziran 2020 tarihleri
arasinda bir y1l boyunca Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Cocuk Saghgi ve
Hastaliklari, Metabolizma Poliklinigine basvuran Gaucher tanili hastalar (n=14)
secildi. Hastalarin demografik verileri (yas, cinsiyet, klinik bulgular) poliklinik kaydi
sirasinda alindi. Kontrol grubu olarak Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

Polikliniklerine bagvuran benzer yas ve cinsiyetteki 25 saglikli birey secildi.

Hem saglikli hem de hasta grubu igin ¢alismaya katilmayi kabul etmemek
calismaya almmama nedeni olarak belirlendi. Bobrek yetmezligi ve kronik
inflamatuvar bir hastaligi bulunanlar ¢aligmaya dahil edilmedi. Diyabet, kronik bobrek
yetmezligi gibi siirekli tedavi gerektiren hastaligi olanlar ve kanser hastalar1 ¢alisma

disinda tutuldu.

Tiim katilimcilara ve ¢ocuk hastalar i¢in velilerine bilgilendirilmis gondlli onam

formu imzalatildi.

3.2. Orneklerin Alinmasi ve Saklanmasi

Hasta ve kontrol grubundan pterin metabolitleri diizeylerinin bakilabilmesi igin
rutin biyokimya testlerinde kullanilan tiiplere 2 ml plazma ve serum 6rnegi, 10 cc idrar
ornegi alindi. Ornekler alindiktan en ge¢ 30 dk sonra Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Laboratuvarina soguk zincir kurallarina uyularak getirilerek 4000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santriflij isleminden sonra ornekler ayrildi ve
ependorf tiiplerine koyularak Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali Laboratuvarinda —20°C de derin dondurucuda saklandi. Hastalara rutin

yapilan biyokimyasal testlerinin sonuglar1 da poliklinik kayitlarindan alindi.



3.3. Materyal

3.3.1. Cihazlar,Alet ve Ekipmanlar

LC sistemi Acquity UPLC I Class (Waters, USA)
MS MS sistemi Xevo TQD (Waters, USA)

HPLC kolonu, Atlantis T3 (1.8 um ¢ap, 2.1x50 mm)
Varioskan fluorometre Thermo Fisher Scientific
Santrifuj sogutmali Niive/NF400R

Santrifiij cihazi Universal 16R

Su banyosu Memmert 767

Vortex

-86 °C derin dondurucu, DF 590 Nuve

-20, +4 °C buzdolab1 Regal

Ayarlanabilir otomatik pipetler, Eppendorf 0.5-10 pL, 10-100 pL, 100-1000
ML

Hassas tart1, Scaltec SBC31

Falkon tiipii, Isolab

Eppendorf tipl, 2 mL

0,45 mikrometre Milipore filtre

3.3.2. Kimyasallar

7,8-Dihydro-L-biopterin, Sigma Aldrich Katalog No: 37272-10MG
(6R)-5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin Dihydrochloride 5mg, >99% (Cayman)
Katalog No: 81880
6,7-Dimethylpterin 1gr (Santa Cruz) Katalog No: sc-229928
7-Biopterin 1mg (Santa Cruz) Katalog No: SC-476443
D-Neopterin [D-erythro-Neopterin] 100mg,>98% Sigma Aldrich
Katalog No: N3386-100MG
Manganese oxide, Sigma Aldrich Katalog No: 377201-500G
MS grade ACN, Carlo Erba
MS grade formik asit, Lichrosolv
MS grade metanol, Lichrosolv
MS grade su, Carlo Erba
10



= Formik asit (HCOOH)
= DL-Ditiyoeritrol (DTT), 1 gr, %99, Sigma Aldrich Katalog no: D0632

3.3.3. Kitler

1) Human Neopterin ELISA Kit (Sunred, Katalog No: 201-12-5580)
Kanda ve idrarda Neopterin diizeyi belirlemek i¢in kullanildi.
2) Creatinine Kit Kinetic method (Biolabo, Katalog No: 80107)

Idrarda kreatinin kantitatif tayini icin kullamldi. Kreatinin, alkali ortamda pikrik

asit ile sari/kirmizi renkli madde olusturmasi esasina dayanan Jaffe yontemi uygulandi.

3.4. Biyokimyasal testler

3.4.1. Kitotriozidaz enzim aktivitesi Olgtimui

= Hasta ve kontrol plazma dérnekleri sitrat/fosfat tamponda dilue edildi.

= 20 ul 4-MU-C3 (4-methylumbelliferyl B-d-N,N',N"-triacetylchitotrioside)
(19 mmol/L) ile distile su ve 20 ul asetat tampon (0.5 mmol/L, pH 5.0)
karistirildi.

= 37 °C de 30 dk inkiibe edildi.
= 300 pl karbonat/bikarbonat tampon (0.5 mmol/L, pH 10.7) eklendi.

= Eksitasyon 365 nm, emisyon 460 nmde fluorometrede okuma yapildi.

3.4.2. Plazma Neopterin Diizeylerinin Olciilmesi

Orneklerin plazma neopterin diizeylerinin 6lciilmesi icin Human Neopterin
ELISA Kiti kullanild1. (SunRed Biotechnology Company, Katolog No: 201-12-5580)
Kit igerigi : 96 kuyucuklu mikroplak, 40nmol/L standart, Str-HRP- Conjugate
Reagent, 30X yikama soliisyonu, Biyotinli Neopterin Antibody, Kromojen A

solisyonu, Kromojen B solusyonu, Stop soltsyonu, Standart diltent.

11



Bu kitin calisma prensibi kantitatif sandvi¢ enzim immiino analiz prensibine

dayanmaktadir.

3.4.3. ELISA Proseduru

= Ornekler calisiimadan 6nce 2-8 °C’de bekletildi.

* (Calisilmaya hazir 40 pl ornekler, 40 pl kontrol ve 50 pl standart
kuyucuklara ekildi.

= 10 pl biotin her kuyucuga eklendi.

= 50 ul Str+ HRP konjugati kuyucuklara eklendi.

» (dasisinda 1 saat inkiibasyona birakildu.

= Inkiibasyon sonrasinda 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi.
» Her bir kuyucuga 50 pl Chromogen A ve B eklendi.

» 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

» Daha her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi.

»= Stop soliisyonu eklendikten sonra 450 nm’de mikroplak okuyucuda

okutuldu.

= Standartlara gore kalibrasyon grafigi ¢izildi. (Grafik 1).
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Grafik 1. ELISA ¢aligma-standart grafigi

3.5. LC MS MS ile Pterinlerin Olgiim Yo6ntemi

7-Biopterin, 6-Neopterin, BH2, BHas ve 6,7-Dimetilpterin (Internal Standart)
biyopterin metabolitlerinin LC MS MS yodntemi ile 6lciminde LC sistemi olarak
Acquity UPLC | Class (Waters, USA) ve MS MS sistemi olarak da Xevo TQD
(Waters, USA) kullanilmistir.

Calisilan LC MS MS yoénteminin UPLC ve MS MS kosullar1 Tablo 1 ve Tablo 2’de

verilmistir.

13



3.5.1. UPLC Sartlan

UPLC sartlar1 optimizasyon denemeleri sonucu elde edilen sonuglar Tablo 1°de

gosterilmistir.

Tablo 1. Yonteme iliskin UPLC sartlart

Sistem Acquity UPLC I Class

Kolon Sicakhg

Akis Hizi 0,4 ml/dakika

Mobile Faz B %0,1 Asetonitril icinde formik asit

Olgum stuiresi 3 dakika
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3.5.2. MS MS Sartlan

Gergeklestirdigimiz deneme ¢alismalar1 sonucunda en yiiksek intensiteye sahip

pikleri elde ettigimiz LC-MS/MS parametreleri Tablo 2 ve Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 2. Yéntemin MS MS parametreleri

Sistem Xevo TQD

Kapiller voltaji

Desolvasyon Sicakhigi

Desolvation Gas akis hizi 900 L/hr
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Tablo 3. Pteridin metabolitleri ve internal standarda iliskin MRM parametreleri

Internal Standart (1S): 6-7 Dimetil pterin, BH, : Dihidrobiopterin, BH4: Tetrahidrobiopterin

Bilesik MRM Degerleri Cone (V) | Collision enerji (V)
6,7-DMP (IS) 191,97>105,93 42 28
7-Biopterin 238,00>177,84 40 18
BH:2 240,00>163,07 30 20
BH4 241,85>165,95 40 18
6-Neopterin 253,92>206,00 36 16

3.6. Idrar icin 6rnek hazirlama protokolii

Idrarda pteridin metabolitlerinin tayininde Giron ve arkadaslarmin (Jiménez
Girén, Martin-Tornero, Hurtado Sanchez, Durdn Meras, & Espinosa Mansilla, 2012)
yontemi kullanilmistir. Yontemin performasini test etmek amaciyla geri elde,

tekrarlanabilirlik ve tayin araligi denemeleri yapilmistir.

Bu yonteme gore 0rnek hazirlama protokolii sdyledir:

» Hasta ve saglikl kigilerden random idrar alinir. Hemen ¢alisilmayacaksa -20
°C’de derin dondurucuda saklanir.

* (Caligmanin oldugu giin idrar 6rnekleri derin dondurucudan ¢ikarilir ve oda
sicakligina gelmesi beklenir.

» (Qda sicakligina gelen idrar 6rnekleri 6ncelikle 10 000 g’de 5 dakika

santrifujlenir.
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= Santrifujlenen idrarlar 0,2 mikronluk filtrelerden gegirilir.

» Filtre edilmis idrar 6rneginden 100 pl bir ependorf tiptne ilave edilir.

= Uzerine 100 ul %1°lik DTT, 20 pl internal standart (1ug/ml) eklenir ve ultra
saf su ile 1 ml’ye tamamlanir.

» Elde edilen son karisimdan 200 pul LC MS/MS plagina ekilir.

* (Cihazda okuma yapilir.

3.7. Plazma i¢in 6rnek hazirlama protokolii

Metabolitlerin idrar tayininde kullanilan yontem bazi degisiklikler yapilarak

plazma i¢in de uygulanmistir. Bu yonteme gore 6rnek hazirlama protokolii soyledir:
» Hasta ve saglikli kisilerden EDTA’11 tiipte kan alinir.
= 3000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek plazma elde edilir.
» (Calisma giiniine kadar -20 derecede saklanir.

* Calismanin oldugu giin plazma 6rnekleri derin dondurucudan ¢ikarilir ve oda

sicakligina gelmesi beklenir.
» Plazma 6rneginden 100 pl bir ependorf tiptine ilave edilir.

= Uzerine 100 pl %1°lik DTT, 20 ul internal standart (1ug/ml) ve 400 pl

asetonitril eklenir.
= 10000 g’de 10 dakika santrifiijlenir.
= Sipernatant Uzerine 480 pl ultra saf su eklenir.
* Elde edilen son karisimdan 200 ul LC MS MS plagina ekilir.
* (Cihazda okuma yapilir

Biyopterin metabolitleri idrar ve plazma matrikslerinde yogun bir sekilde
baskilandigindan elde edilen pik cevaplari oldukga giiriiltiilii ve zayiftir. Bu yontemde
bunun Gstesinden gelinebilmesi icin Ornekler yonteme gore 10 kat seyreltilerek

calisiimastir.
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Idrar biyopterin seviyeleri yiiksek oldugundan bu ¢alismada kullanilan yontemle
Idrarda tayin yapilabilmis fakat plazma biyopterin seviyeleri tayin limitlerin altinda

oldugundan LC MS/MS yontemiyle plazma biyopterin seviyeleri dl¢iilememistir.

3.8. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizlerinde Excel (2016) ve SPSS 22.0 programi

kullanilmustir.

Parametrik dagilim gosteren testlerin analizinde independent simple t testi
uygulanirken, non-parametrik dagilim gosteren testlerin analizi i¢in Mann-Whitney U
testi kullanilds. Ikili karsilastirmalar Mann-Whitney U testi ile yapilmustir. Korelasyon

analizi i¢in Pearson korelasyon tesi kullanilmistir.
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4. Bulgular

Laboratuvar sonuglari ve poliklinik muayeneleri ile teshisleri kesinlestirilmis 14

kisilik Gaucher hasta grubu ve herhangi bir rahatsizligi bulunmayan 25 kontrol

grubundan olusan numunelerin 6l¢iilmesiyle elde edilen sonuclar Waters Masslynx

4.0 software yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir. SPSS 22.0 programinda

istatistikleri yapilarak karsilastirilmistir.

4.1. LC MS/MS Bulgular:

031 6-Neo
2.03¢4
0 02 0% 0 )b 008 10 X 0 0 10 200 22X 20 260 W 2%
0,26
| BH4
1.93¢4
2 0% % % [ & 0% X X L1 ) & 0 ) W oW 0 0 W 2 200 W W
031
BH2
74le3
/—/ o,
00 0% 0 ¥ LY 08 ) ' L) L) L} w W W0 20 W 80 W
0,32
7-Bio
1,844
0 ¥ 0 [ L w01 ) 4 ) 0 b w2 20 2% W % W 0
032
6,7-DMP (IS)
3.93¢4
b ¥ 0 b ) N 0w X 2 L ) ) ¥ w0 W 20 2% W 2 ) w0 .“91‘

Sekil 5. Biyopteridin ve internal standardin mobil faz ¢6zgen matriksinde temsili kromatogramlari.

Biyopteridinlerin konsantrasyonu 100 nM, internal standardin konsantrasyonu ise 20 ng/ml’dir.
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LC ve MS/MS kosullarinin optimizasyonlar1 sonucu elde edilen temsili

kromatogramlar Sekil 5°te gosterilmistir.

Sekil 5’te goriilecegi tlizere pikler simetrik, giiriiltii ve kuyruklanma yok denecek

kadar az ve sinyal/giiriiltii orani ise yiiksektir.

4.2. LC MS MS Yontem Validasyon Bulgular:

Modifiye ettigimiz LC MS/MS yonteminin validasyon calismalarina iliskin
bulgular Tablo 4’te 6zetlenmistir. Grafik 2’de ise her bir metabolite iliskin dogrusal
tayin aralig1 grafigi yer almaktadir. YOntem validasyon kurallarina gore bir yontemin
gecerli olabilmesi i¢in dogrusal tayin aralig1 grafiginin R? degeri >0,985; giin ici ve

giinler arasi1 tekrarlanabilirligin <%15 olmasi gerekmektedir.

Grafik 2’de gosriildiigii iizere her bir metabolit i¢in elde edilen dogrusal tayin
aralig1 grafiklerinin R? degerleri >0,995 olarak bulunmustur. Tekrarlanabilirlik
bulgularinda ise gerek giin i¢i gerekse de glinler arasi yiiksek seviye i¢in  %CV

degerleri %15’in altindadir.

Ancak disiik seviye i¢in %CV degerleri 7-biopterin, 6-Neopterin ve BH2 igin
%15’in biraz iizerindedir. % geri elde genel olarak %70-125 arasinda ve kabul
edilebilirdir. Yontemde kullanilan internal standart pterin metabolizmasinin gegici

olarak olusan bir ara iirliniidiir.

LC MS/MS yontemlerinde genellikle ilgili metabolitlerin stabil izotoplarinin
internal standart olarak kullanilmasi kesin ve dogru sonuclar i¢in gereklidir. Bu
yontemde nispeten diisiik ¢ikan % geri elde sonuglarinin nedeni de yOntemde

kullanilan internal standartin her bir metabolitin stabil izotop olmamasidir.
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BH2 Dogrusal Tayin Araligi Grafigi

BH4 Dogrusal Tayin Araligi Grafigi
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Grafik 2. Mobil faz ¢bzgen matriksinde BH2, BH4, 7-Biopterin ve Neopterin metabolitlerine iligkin
LC MS/MS yontemi ile elde edilen dogrusal tayin aralig1 grafikleri.

BH>: dihidroneopterin, BHa: tetrahidrobiyopterin, 7- Biopterin: L-primapterin
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Tablo 4. Biyopterin metabolitleri icin LC MS/MS yontem validasyon sonuglari

BH_: dihidroneopterin, BH.: tetrahidrobiyopterin, 7- Biopterin: L-primapterin 6-Neo: D-(+)- Neopterin

Analit Giin Ici Gunler aras1 % Geri elde Tayin
Tekrarlanabilirlik tekrarlanabilirlik Araligi
(%VK)(n=10) (n=5)

7-Bio  Disiik 13,45 17,52 124,76 5-500
seviye (10 nM
nM)

Yiksek 10,88 13,51 81,169
seviye
(200 nM)

BH2  Disik 15,43 18,62 114 5-500
seviye (10 nM
nM)

Y uksek 5,89 7,62 94
seviye
(200 nM)

BHs  Disiik 2,24 5,65 50,21 10-500
seviye (20 nM
nM)

Y uksek 2,86 4,88 76,18
seviye
(200 nM)

6-Neo Disiik 11,09 15,21 70,37 1-500
seviye (10 nM
nM)

Y iksek 6,84 8,12 76,97
seviye
(200 nM)
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Metod validasyon parametrelerinin Excel (2016) ve SPSS (22.0) programlari
kullanilarak istatistiksel analizleri yapilmistir. Gruplar arast farkin anlamlilik

arastirmasi i¢in Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

Idrar Neopterin diizeyleri hem ELISA kit hem de LC MS/MS yéntemleri ile
belirlenmigtir. Kullamlan iki yontemin karsilastirmasinda her iki yontemin

korelasyon gosterdigi bulunmustur (Grafik-3, p<0.01, r=0.708).
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Grafik 3. Idrar Neopterin diizeyleri; LC MS/MS ve ELISA sonuglarinin karsilastiriimasi
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4.3. Sonuglar

Hasta ve kontrol grubuna ait degerler Tablo-5’te verilmistir.

Tablo 5- Kanda ve idrarda pterin metabolitleri sonuglari

Yas

Plazma Neopterin
(ELISA)

Idrar Kreatinin (mM)

BH, (mmol/mol CREA)

BH, (mmol/mol CREA)

7- Biopterin (mmol/mol
CREA)

LCMS'Neopterin
(mmol/mol CREA)

Grup

Kontrol

Hasta

Kontrol

Hasta

Kontrol

Hasta

Kontrol

Hasta

Kontrol

Hasta

Kontrol

Hasta

Kontrol

Hasta

Ortalama

35.88

35.07

58.83

53.13

7.153

9.89

197.92

237.70

92.71

69.156

116.62

178.73

116.18

176.25

Std. Sapma

14.383

18.487

37.34

39.95

4.82

5.25

140.89

142.06

40.36

58.343

42.016

116.71

40.92

112.84

Std. Hata

2.877

4.941

7.622

10.67

.964

1.40

28.178

37.968

8.072

15.592

8.403

31.194

8.18

30.16
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Grafik 4. idrarda pterin metabolitleri sonuglar1 (LC MS/MS)

4.4. Hasta ve Kontrollerin Plazma Kitotriozidaz Enzim Aktiviteleri

Gaucher hastalarinin kitotriozidaz (CHIT) enzim aktiviteleri kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak hastalarin CHIT dizeyleri anlamli olarak daha
yiiksek bulunmustur (p< 0,001).

Tablo 6. SPSS CHIT istatistik sonuglar

Grup Ortalama Std. Sapma Std. Hata
Kontrol
Kitotriozidaz 33.58 14.90 2.98
Hasta 985.40 630.40 168.48
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4.5. Hasta ve Kontrollerin kan-iire kreatinin, HB, Hematokrit Istatistik Sonuclar:

Tablo 7. Hasta ve kontrollerin genel laboratuvar sonuglart

Grup Ortalama
Yas Kontrol 35.88
Hasta 35.07
Kan Ure Kontrol 22.93
Hasta 26.35
Kan Kreatinin Kontrol 701
Hasta .604
Hb Kontrol 13.28
Hasta 13.22
Hematokrit Kontrol 39.61
Hasta 39.65

Tablo 8. SPSS CRP istatistik sonuglari

Grup Ortalama
CRP Kontrol
2.52
Hasta
1.84

Std. Sapma
14.38

18.48

6.77

7.44

21

19

1.6

1.10

4.55

3.26

Std. Sapma

3.01

1.50

Std. Hata

2.87

4,94

1.749

1.99

.055

.053

403

295

1.13

872

Std. Hata

1.06

.61
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Hastalarin idrarinda Neopterin diizeyleri saglikli kisilere gore daha yiiksek
bulunurken (p=0.02) Tetrahidrobiopterin diizeyleri diisiik (p=0.043) olarak bulundu.
7-biopterin (primapterin) ve Dihidropterin diizeyi de hasta idrarlarinda saglikli kisilere

gore daha yiiksek bulundu, ancak bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli degildi.

Neopterin/Tetrahidrobiopterin oranina bakildiginda hastalarda bu oran (2.97 +
1.33) saglikli kisilere (1.43 + 0.58) gore anlaml1 olarak daha yiiksekti (p=0.000).

ROC egrisi ¢izildiginde, tek basina Neopterin (AUC=0.688) hastalik
gostergesi olarak yeterli hassasiyete sahip degilken, Neopterin/BH4 oraninin
(AUC=0.926) kitotrioidaz (AUC=0.932) ile benzer spesifisite ve sensitivite gosterdigi

belirlendi.

5.00=

5.00

4,00

3.007

2.00-

Neopterin/Tetrahidrobiopterin

1.00

00—

T T
Kontrol Gaucher

Grafik 5. Kontrol grubu ve Gaucher hastalarinda Neopterin/Tetraidrobiopterin oranini1 gosteren kutu
grafigi

27



ROC Curve

1.0
Source of the
Curve
= Meopterin {idrar)
— Neopterin/BH4
i Kitotriozidaz
0.8 —Reference Line
0.6
£
=
=
0
c
[T
w
0.4~
0.25
0.0 T T T T
0.0 02 04 0E ns 1.0

1 - Specificity

Grafik 6. Duyarlilik degerlerine karsilik gelen 1-Segicilik degerleriyle ¢izilen ROC egrisi

Tablo 9. ROC Egrisi altindaki alan

Test Sonu¢ Degiskenleri Alan

Idrar Neopterin (Mmol/Mol CREA) .688
Neopterin/BH4 .926
Kitotriozidaz 932
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Korelasyon analizinde; saglikli kisilerde kitotriozidaz aktivitesi pterin
metabolitleri ile herhangi bir korelasyon goéstermezken hastalarda Kkitotriozidaz
aktivitesi idrar neopterin (p=0.018, r=0.622) ve 7-biopterin (p=0.018, r=0.622)

duzeyleri ile pozitif korelasyon gosterdi.

Calismamizda Neopterin idrar ve serum diizeyleri ile yas arasinda bir

korelasyon bulunmamustir.

SPSS’te yapilan korelasyon analizinde ELISA idrar ve serum neopterini

Ol¢timleri agisindan (-) korelasyon bulunmustur fakat bu zayif bir korelasyondur.
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5. Tartisma

Pteridinler ve bunlarin tiirevleri, hiicre metabolizmasi siirecinde 6nemli
kofaktorlerdir. Biyolojik sivilardaki bu bilesiklerin miktarinin, viral enfeksiyonlar,
otoimmiin hastaliklar, kronik hastaliklar ve farkli kanser tiirleri gibi c¢esitli
bozukluklarin bir sonucu olarak modifiye edildigi bulunmustur (Murr vd., 2005). Bu
acidan pteridinler potansiyel biyobelirtecler olarak diisiiniilebilir. Biyolojik sivilarda
pteridinlerin bazal seviyeleri hakkinda g¢alismalar yapilmistir (Girgin vd., 2012)
(Hyland vd., 1993).

Bu diizeylerdeki degisiklikler, birka¢ hastaligin varliginin sonucu olarak
tanimlanmistir. Bu hastaliklardan biri de calismamizin konusu olan Gaucher
hastaligidir. Gaucher hastaliginda fizyolojik cevabin kapsamli bir sekilde

anlasilmasini saglayan birkag hiicre tipinde (monositler, makrofajlar) sentezlenir.

Konsantrasyonlar1 plazma, serum, CSF, tiiktruk ve idrar gibi ¢esitli biyolojik
sivilarda  LC-MS/MS, ELISA , RIA, GC-MS, kolon, kagit ve ince Tabaka
Kromatografileri, ve yiiksek performansli sivi kromatografisi dahil olmak {izere ticari
olarak temin edilebilen kitlerle kolayca 6l¢ulebilir (Neumann vd., 1998), (William vd.,
1998). Dogal floresanslari ve yiiksek absorbanslari nedeniyle, pterinler nanomol
konsantrasyonlarinda olgulebilir.

Gaucher hastaliginda Glikosilseramid birikiminin makrofaj aktivasyonu ve
metabolik degisiklikler ile karakterize edilen sistemik bir enflamatuar reaksiyonu
baslatan tetikleyici oldugu diistiniilmektedir. (Castaneda, Lim, Cooper, & Pearce,
2008), (Kacher & Futerman, 2006). Bu nedenle, bu ¢alismada hastalik siddetinin
klinik izlenmesini kronik bagisiklik aktivasyonu ile aydinlatabilmek i¢in biyokimyasal
bir belirte¢ olarak neopterin metaboliti arastirildi. Neopterin ve Makrofaj aktivasyonu
iliskisi ile ilgili birgok ¢alisma yapilmis olup pteridin metabolitlerinin  miktarinin
Gaucher hucrelerinin  birikimini  ve kalic1 aktivasyonunu yansitabilecegini

diistindiirmiistiir.

Casal ve ark. Tip 1 Gaucher hastalarinda neopterin ve diger makrofaj
aktivasyon belirteclerinin serum duzeylerinde artis oldugunu bildirmistir. (Casal,
Lacerda, Pérez, ..., & 2002, y.y.)
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Bu tez ¢alismasinda Gaucher hastalarinda pteridin metabolitlerinin diizeylerini

belirlemeyi ve kitotriozidaz ile karsilagtirmay1 amagladik.

Calismanin ilk asamasinda, pteridin metabolitlerini LC MS/MS ile belirlemek
icin yontem gelistirilmistir. LC MS/MS temelli yontemde Serum neopterin miktari
kullandigimiz cihaz i¢in LOD degerinin altinda kaldigindan dolay1 neopterin diizeyini
bu yontemle saptayamadik. Serum neopterini 6lcimu igin kantitatif sandvi¢ enzim

immiino analiz prensibine dayali ticari kit kullandik.

Idrar i¢in ortalama geri kazanim degerleri %81 - %99 araliginda degismekte
idi. Bu maddeler icin matriks etkisi ve proses etkinligi degerleri de dl¢lilmiistiir. Giin
ici ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik calismalarinda CV degerleri %15°den kiigiik
bulunmustur. Tiim validasyon sonuglari literatiir ve uluslar arasi kabul kriterleri ile

uyumludur.

Saglikl1 ve erigkin bireylerde serum neopterin diizeylerinin Gist limiti 10 nmol/L
kabul edilmektedir. Serum neopterin konsantrasyonlarinin yasa bagimli olup, cinsiyete
bagli olmadigi kabul edilmektedir. (Werner vd., 1987), (Ledochowski, Murr, Widner,
& Fuchs, 1999), (Oettl vd., 1999) Bizim ¢alismamizda Neopterin idrar ve serum

duzeyleri ile yas arasinda bir korelasyon bulunmamustir.

Pterinler konjuge pteridinler ve konjuge olmayan pteridinler olmak (zere 2
grupta incelenir. Konjuge pteridinler, para-amino benzenil glutamatlara baglanmis
folatlar olarak bilinirler. Ornegin folik asit, 6-hidroksi metil pteridin, p-amino benzoik
asit ve glutamik asit olmak ftizere ii¢ kisimdan olusmustur (Fischer, Thony, &
Leimkinhler, 2010). Konjuge pteridinler, tiamin sentezi, amino asitlerin metabolizmast,
piirin ve primidin sentezinde tek karbon atomu transferi reaksiyonlarinda kofaktor

olarak dnemli rol oynamaktadirlar.

Konjuge olmayan Pterinler ise pteridin molekiiliiniin altinci konumundaki
karbonunda basit bir hidroksil alkil grubu icermektedir. Pteridinler bir¢cok enzim
katalizli reaksiyonlarda kofaktoér olarak gorev yapmaktadir; tetrahidrofolat ve
tetrahidromethanopterin tek karbon yapilarin transferinde, molibdopterin ksantin
dehidrogenaz gibi cesitli redoks reaksiyonlarinda kofaktor olarak gérev yapmaktadir.
(Daubner & Fitzpatrick, 2013). Konjuge olmayan pteridinler ve bunlarin tiirevleri,

cesitli vitamin ve kofaktorlerin metabolizmasinda ara maddeler olarak iglev goriir ve
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bu pteridinlerin biyolojik konsantrasyonlarinin ¢esitli patofizyolojik sureclerle
degistigi gosterilmistir. Serum, beyin omurilik sivist ve idrar dahil olmak iizere farkli
biyolojik sivilarda degismis pteridin seviyeleri bildirilmistir (Martin Tornero, Duran
Meras, & Espinosa-Mansilla, 2014), (Fredrikson, Link, & Eneroth, 1987),
(Gamagedara, Gibbons, & Ma, 2011), (Ma & Burton, 2013).

Biz calismamizda konjuge olmayan pterin sinifina dahil olan BHa, BHo,

neopterin, 7- biopterin metabolitlerini kullandik.

Idrar pteridinlerinin kontrolii igin ¢ok say1da ¢alisma mevcut olmasina ragmen,
bu analitlerin serum, plazma, diger biyolojik sivilardaki varligini arastiran ¢aligmalar
gbrece azdir. Mevcut birkag veri neopterin veya biopterin metabolitleri ile ilgilidir
fakat serumdaki pteridin paterni iizerine kapsamli bir ¢alisma bulunamamistir.
Biyolojik sivilarin analizinde kullanilan kromatografik tekniklerde kaydedilen
ilerlemeler, pteridin paternlerinin daha iyi anlasilmasi ve patolojik olarak

degerlendirilebilmeleri a¢isindan 6nemlidir.

Calismamiz i¢in ana problem; serumdaki bu bilesiklerin diisiik miktarlar1 ve

yiiksek protein icerigi olmustur.

Indirgenmis pteridinler, dihidro ve tetrahidropteridinler ¢ozeltide diisiik
kararlilik gosterir ve asitlik, oksijen, 151k gibi ortam kosullarina biiytik dlciide baglidir.
Notr pH'da indirgenmis formlar, floresan formlara yol acan molekiiler oksijen ile
kolayca oksitlenir. Bu nedenle, 6rnegin, dihidropteridinlerin standart ¢6zeltisinde, her
zaman kayda deger miktarda oksitlenmis pteridin bulunur. Biyolojik sivilarda
pteridinler, indirgenmis ve oksitlenmis formlarin bir karisim1 olarak bulunur. Serum
pteridin paterninin olusturulmasi, mevcut tiim pteridin formlarinin tanimlanmasini
igerir, ancak azaltilmis formlarin dogal oksidasyon durumlarinda tutulmasi ¢ok zordur

(Fekkes & Voskuilen-Kooijman, 2007).

Literatirde Pteridinlerin analizinde askorbik asit, DTE ve DTT gibi koruma
ajan1 kullanilmistir, DTT bunlar arasinda en ¢ok tavsiye edilenidir (Fekkes &
Voskuilen-Kooijman, 2007). Numune toplama, DTT veya benzeri reaktifler iceren
tiiplerde yapilmalidir. Giines 1s181indan korunmak da gereklidir. Calismamizda BH4 ve
BH2'nin standart ¢ozeltilerini hazirlamak ig¢in % 0.1 DTT kullanmilmustir (Fekkes &
Voskuilen-Kooijman, 2007), (Fiege vd., y.y.).
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Serumda numune hazirlarken HPLC yontemlerinin uygulanmasindan 6nce,
proteinlerin ortadan kaldirilmasi ve pteridinik indirgenmis formlarin oksidasyonunu
onlemek gereklidir. Trikloroasetik asit veya perklorik asit gibi ¢esitli kimyasal

reaktifler kullanilarak ¢okeltme islemi yapilmalidir.

Tetrahydrobiopterin eksikligi, GTPCH'deki veya dihidrobiyopterini geri
doniistiiren enzimlerdeki mutasyonlardan kaynaklanabilir. Pterin sentez enzimlerinin
eksiklikleri, idrardaki pterin tirlerinin kantifikasyonu ile tespit edilir. interferon o ve
Y, lipopolisakkaritler ~monosit kaynakli makrofaj GTPCHL'in aktivitesini
duzenlemektedir (Troppmair vd., 1988). GTPCH1, GTP'yi 7,8-dihidroneopterin-
trifosfata metabolize eder, daha sonra spesifik olmayan fosfatazlarla fosforilasyondan
sonra 7,8-dihidroneopterine doniistiirtiliir (Muller, Curtius, Herold, & Huber, 1991).
7,8-Dihidroneopterin sentezi primer makrofajlarda meydana gelir, cunki 6 piruvil
tetrahidropterin sentaz ekspresyonu interferon-y ile artmaz. Boylece, GTPCH1 yolu
ile GTP metabolizmasinin ana iriinii insanlarda makrofaj aktivasyonu sirasinda

sitozolik 7,8-dihidroneopterin olur (Schoedon et al., 1987), (Werner vd., 1990).

Enzim katalizinde bir kofaktor olan 5,6,7,8 tetrahidrobiopterin pek cok
metabolik olayda gorev almaktadir. Thl tipi sitokin I[FNgama ile uyarilan monosit
kaynakli makrofajlar pteridin metabolitleri ve neopterin sentez edip salinmasina neden
olmaktadir. Viral enfeksiyonlar, maligniteler, romatoid artrit gibi pek ¢ok hastalikta
gosterilmis olan neopterin konsantrasyonu artisinin hiicresel immun aktivasyon
gostergesi oldugu 6ne siiriilmiistiir. Proinflamatuvar immun yanit sirasinda salinan
IFNgama GTP siklohidrolaz enzimini indiiklemektedir. GTP siklohidrolaz (GCH)
enzimi serotonin, noradrenalin gibi monoaminlerin sentezi i¢in gereklidir ayrica GTP
den 5,6,7,8 tetrahidrobiopterin (BH4) doniisiimiinii baslatmaktadir. Makrofajlarda
dihidroneopterin trifosfattan BH4 doniisiimiinii saglayan pyruvoyl tetrahydropterin
sentaz enzimi eksiktir. Bu yizden IFNgama ile makrofaj stimule edilince GTP

siklohidrolaz (GCH) uyarilir ve artan miktarda neopterin salinir (Allegri vd., 2012).

Neopterin yalnizca insan ve primatlarin biyolojik sivilarinda saptanmistir
(Duch, Bowers, Woolf, & Nichol, 1984). Hiicre i¢inde D-7,8-dihidroneopterin trifosfat
aktifken D-7,8-dihidroneopterin tiirevleri ise viicut sivilarinda baskindir. Invitro ve
invivo calismalarda y-interferonun stimiilasyonu ile makrofajlarin ayni oranda

neopterin ve 7,8-dihidroneopterin iirettigi belirlenmistir (Fuchs vd., 1989).
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Neopterin, dihidroneopterin trifosfatin oksidatif bir iriiniidiir, biopterin ise
BH2 ve BH4'Uin oksidatif bir druntdir. BH4 eksikligi genellikle viicut sivilarinda,
Ozellikle idrarda neopterin ve biopterin 6lgiilerek konulmaktadir (Bjelakovic, Jevtovic-

Stoimenov, Stojanovic, & Bjelakovic, y.y.).

6-piruviltetrahidropterin  sentaz  (6-PTS) e¢ksikligi neopterinin yiiksek
seviyelerde ve biopterinin diisiik seviyelerde olmasina sebep olur sepiapterin rediiktaz
(SPT) eksikliginde hem neopterin hem de biopterin normal diizey gosterir ve
dihidropterin rediiktaz eksikligi biopterinin artisina ve normal neopterin diizeylerine
sebep oldugu bilinmektedir (Cafiada-Cafada, Espinosa-Mansilla, Mufioz de la Pefia,
& Mancha de Llanos, 2009).

Neopterini, malign ve inflamatuar hastaliklarin tanisinda yararli bir belirteg
olarak one siiriilmiistiir. (Muller vd., 1991).Viicut sivilarinda neopterin seviyelerini
immiin yanit siiresince 6lgmek zor degildir (Putzki, Aschern, Henkel, & Heymann,
1987).

Diisiik molekiil agirligi, neopterinin yapisi degismeden bobreklerden atilimini
saglar (Denz vd., 1990). idrar, diger 6rneklerle karsilastirildiginda klinisyenlere ve

arastirmacilara cesitli avantajlar sunmaktadir.

Doku ve serum ornekleri invaziv prosediirler kullanilarak 6rneklenmelidir ve
karmasik ornek matrisleri ve 6rnek hazirlama, ayirma teknikleri gerektiren analitik
zorluklar ortaya koyabilmektedir. Solunan nefes, digki, tikiirik ve idrar gibi

noninvaziv olarak érneklenebilen alternatif ornek tipleri énerilmektedir.

Pteridinlerin oncelikle idrarla atildigi g6z Oniine alindiginda, pteridin
biyobelirtegleri i¢in en yiiksek uygulanabilirlige sahip ornek olarak idrar secilmistir.
Giinliik neopterin atiliminda ¢ok 6nemli bir degisiklik olmadig1 i¢in sonuglar kreatinin

degerleri de hesaba katilarak hesaplanabilir.

Idrar neopterin degerleri 50-250 umol NP/mol kreatinin olarak hesaplanmustir.
(Muller vd., 1991) Neopterin/kreatinin oraninin ortalamasi erkeklerde kadinlara gore
daha diisiik olglilmiistiir. Bunun nedeni erkeklerin kreatinin diizeyinin kadinlardan

daha yiiksek olmasidir (Wachter vd., 1989).
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Biz ¢aligmamizda, SPSS’te yapilan korelasyon analizinde ELISA idrar ve
serum neopterini Olglimleri agisindan (-) korelasyonu bulduk ancak bu zayif bir

korelasyon idi.

Calismamizda idrar neopteridin dizeyleri ELISA ve LC MS/MS temelli
yontemle 6l¢iilmiistiir. Kullanilan iki yontemin karsilastirmasinda bu iki yontemin

korelasyon gosterdigi bulunmustur (Grafik-, p<0.01, r=0.708).

Giskegdegard ve ark. sirkadiyen ritmlere neden olan uyku yoksunlugunun,
primer ve sekonder metabolit sentezini ve idrara atilmasini etkiledigini gostermistir
(Giskegdegard, Davies, Revell, Keun, & Skene, 2015). Burton ve ark. 6rnek toplama
sresinin sirkadiyen ritimler ve folat takviyesinin idrar pteridin dlzeyleri Uzerindeki
etkilerini arastirmistir. GUn boyunca idrar 6-biopterin, pterin, neopterin seviyelerinde,
sabah meydana gelen en yiikksek ve en tutarli seviyelerde Onemli degisiklikler
bildirilmistir (Burton vd., 2016).

Ayrica, ayn1 birey igin idrar pteridinlerinin glin i¢i ve giinler arasi degisimi
onemlidir. Boylece, {iiriner pteridin atilimindaki dogal varyasyonlar, hastalik
biyobelirtegleri olarak klinik dnemlerinin yorumlanmasinda potansiyel karistirict

faktorler olarak akilda tutulmalidir.

Kitotriozidaz enzim aktivitesi 6lcumi Gaucher hastaliginin tanisi i¢in yapilan
en yaygin testlerden biridir. Hastalarin plazma CHIT enzim aktiviteleri, saglikl
kontrollerden yaklasik 100-1000 kat yuksektir (Cha, Park, & Lee, 1993), (Allegri vd.,
2012).

Sonuglarimiz hastalarda kitotriozidaz aktivitesindeki belirgin artist ve bu
biyobelirtecin hasta ve kontrol gruplari arasinda daha iyi bir ayrim kapasitesine sahip
oldugunu gostermektedir. Fakat kitotriozidazin ¢alismamizin hipotezlerinden biri olan
en biiylik dezavantaji, beyaz irklarda CHIT enziminin {iretimini engelleyen genetik
varyanta sahip hastalarin varligidir. Bu da Gaucher hastaligi icin alternatif bir

biyobelirtecin varligin1 gerekli kilmaktadir.

Calismamizda Gaucher hastalarinin CHIT enzim aktiviteleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlaml olarak ytiksek bulunmustur. Gaucher hastalarinda plazma

Neopterin dlzeyleri kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamustr.
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Serum orneklerinin matrislerinin karmasikligi ve pteridin analizinde gerekli
olan yuksek hassasiyet ve secicilik, yeni analiz yontemleri olarak kromatografik

sistemlere bagl spektroflorometrik teknikleri, belirlemeyi gerektirmektedir.

Korelasyon analizinde Kkitotriozidaz ve LC MS/MS idrar 7-biopterin ve

neopterin arasinda (+) korelasyon bulunmustur.(r=0.622)

Hastalarin idrarinda Neopterin diizeyleri saglikli kisilere gore daha yuksek
bulunurken (P=0.07) Tetrahidrobiopterin diizeyleri diisiik (p=0.043) olarak

bulunmustur.

GTPCHI1 yolu ile GTP metabolizmasinin ana iiriinii insanlarda makrofaj
aktivasyonu sirasinda sitozolik 7,8-dihidroneopterin olur (Schoedon et al., 1987),
(Werner vd., 1990). Thl tipi sitokin IFNgama ile uyarilan monosit kaynakli
makrofajlar, pteridin metabolitleri ve neopterini sentez edip salmaktadir.
Proinflamatuvar immun yanit sirasinda salinan IFNgama GTP siklohidrolaz enzimini
indiklemektedir. GTP siklohidrolaz (GCH) enzimi GTP den 5,6,7,8
tetrahidrobiopterin (BHs) doniisiimiinii baglatir. Makrofajlarda dihidroneopterin
trifosfattan BH4 doniisiimiinii saglayan piruvil tetrahidropterin sentaz enzimi eksik
oldugu i¢in makrofaj stimulasyonu ile GTP siklohidrolaz (GCH) uyarilir ve artan

miktarda neopterin salinir (Allegri vd., 2012) ancak BH4 olusamaz.

Calismamizda hastalarda BH4 diizeylerinin diisiik ve Neopterin diizeylerinin
yiiksek olmasinin nedeni makrofaj aktivasyonu ile Neopterin diizeyindeki artis
olabilir. Bu nedenle Neopterin/BH4 oranina baktigimizda bu oran hastalarda belirgin
olarak yiiksek bulunmustur. ROC egrisi ile degerlendirdigimizde Neopterin/BH4
orani, kitotriozidaz ile benzer sensivite gosterdigi icin Gaucher hastalarinda

kitotriozidaz ile birlikte kullanilabilecek bir gosterge oabilecegi diisiintilmiistiir.
Caliymamn simirhihiklar::

Gaucher hasta sayisinin azligi istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde etmemizi
engellemistir. Hastalarimizin hemen hepsi Gaucher Tipl oldugu i¢in tipler arasinda
pretin diizeyleri acisindan bir fark olup olmadigi gosterilememistir. Hastalarimizin
hepsinin enzim replasman tedavisi almakta olmasi da hastaligin ilk tanisinda pteridin

metabolitlerinin roliinii tartismamiza engel olmustur.
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6. Sonug ve Oneriler

Calismamizin amaci, Gaucher hastalarinda, hastaligin tanisi ve izleminde
kitotriozidaz enzim aktivitesinin diisiik oldugu hastalarda kullanilabilecek yeni bir
gosterge arastirmakti. Gaucher hastaligt olan bireylerde Neopterin ve pteridin
metabolitlerinin hastaligin tanisi, siddeti ve hastalarin tedavisinin izlenmesinde

kitotriozidaz enzimine gore iistiinliigii olup olmadig1 arastirmay1 amagladik.

Bu tez calismasinda laboratuvarimizda ilk defa pteridin metabolitlerini LC
MS/MS yontemi ile O6lgmeyi basardik. Gelistirdigimiz yontem idrarda pteidin
metabolitlerinin dl¢timiinii bagarili bir sekilde yaparken plazma diizeyleri 6l¢tim limiti

altinda kaldig1 i¢cin LC MS/MS ile belirlenmesi miimkiin olmamustir.

Idrarda pteridin tiirevlerinin kantitatif tayini icin gesitli analitik teknikler
gelistirilmis ve daha once tartisildig gibi klinik ¢alismalara uygulanmistir. Bununla
birlikte, analitik teknikler, oksidatif on islemler ve diger numune hazirlama
yontemlerindeki farkliliklar ve ayrica idrar konsantrasyonu seyreltmesindeki
ayarlamalar, idrarda degisken pteridin tiirevleri seviyelerine neden olabilmektedir.
Bazi klinik ¢alismalar benzer niceliksel yontemler kullanarak benzer referans araliklari
bildirmis olsa da, ¢alismalarda genellikle bildirilen referans araliklar1 6nemli dlcude

farklilik gostermektedir.

Teknik standardizasyonlar klinik ¢alismalarda daha iyi dogruluk ve
tekrarlanabilirlik saglayacaktir. Bizim gelistirdigimiz yontemde tekrarlanabilirllik
calismamizin sonuglart %2-18 arasinda degigsmekte olup sonuglarimizin kesinligini
gostermektedir. ELISA yonteminin; uygulama zorluklari, 6zellikle interferans
sebebiyle selektivitelerinin diisiik olmasi, ayn1 6rnekten yapilan analizlerde farkli
sonuglar elde edilmesi, tek seferde sadece bir analitin tayin edilebilmesi LC-MS/MS’e
gore dezavantaj saglamaktadir. Yiiksek sensitive ve spesifite ile daha dogru hasta

sonuglart verebilmek i¢in LC-MS/MS kullanimini 6nermekteyiz.

Calismamizda Gaucher hastalarinin kaninda Neopterin diizeyi ve kitotriozidaz
aktiviteleri ve idrarda Neopterin yan1 sira BH4, 7,8 dihidribiopterin ve primapterin

diizeyleri belirlenmis ve hastaligin tanisindaki degeri arastirilmistir.
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Bir depolama huicresi biyobelirteci olarak, plazma neopterin konsantrasyonu,
Gaucher hcrelerinin birikimini ve aktivasyonunu yansitabilir ve bu kompleks
bozukluktaki kronik bagisiklik aktivasyonunun derecesi hakkinda degerli bilgiler
saglayabilir.

Calismamizda edindigimiz veriler sonucu hastalarin idrarinda Neopterin
duzeylerini saglikli kisilere gore daha yiiksek bulduk. Gaucher hastalarinda idrarda
oldukea yiiksek degerde neopterin diizeylerine rastlanmasi bu hastalarda Neopterinin
hastaligin taranmasinda, prognozunda kullanilabilecek muhtemel bir belire¢

olabilecegini gostermektedir.

BHs diizeyleri diisiik bulunurken Neopterin/Tetrahidrobiopterin oranina
bakildiginda hastalarda bu oran saglikli kisilere gore anlamli olarak daha yiiksekti.
Neopterin dizeylerinin yiksek BHs diizeylerinin diisiik olmasi makrofaj aktivasyon

gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Bu c¢alismada elde edilen en 6nemli bulgu Gaucher hastalarinin idrarinda
Neopterin/BH4 oraninin anlaml olarak yiiksek bulunmasi ve Kitotriozidaza es deger
bir sensitivite gostermesidir. ROC egrisi ¢izildiginde, tek basina Neopterin hastalik
gostergesi olarak yeterli hassasiyete sahip degilken, Neopterin/BHs oraninin
kitotrioidaz ile benzer spesifisite ve sensitivite gosterdigi belirlendi. Gaucher
hastaliginin tipleri agisindan bir degerlendirme yapmak i¢in hasta sayisinin daha fazla

oldugu bir ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda 7-biopterin (primapterin) ve Dihidropterin diizeylerini de hasta
idrarlarinda saglikli kisilere gore daha yiiksek bulduk fakat bu ylkseklik istatistiksel

olarak anlaml degildi.

Pteridin metabolitlerinin tek tek Gaucher hastaliginin tani ve teshisinde CHIT
enzim aktivisine gore tistiinliigii bulunamamistir. Fakat idrardaki Neopterin/BH4 orani
Ozellikle kitotriosidaz eksikligi olan hastalarda, Gaucher hastalig1 i¢in giivenilir bir
biyobelirte¢ olarak kabul edilebilir. Neopterin ve BH4 dl¢limiiniin bir avantaji, idrar

orneginde calisilmasi ve hizli sonug vermesidir.

Sonug olarak, ¢alismamiz Gaucher hastalarinda hastaligin tanist ve izleminde

Neopterin ve BHa duzeylerinin idrarda LC MS/MS ile belirlenmesinin 6zellikle
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kitotriozidazi genetik olarak diisiik olan hastalarda yararli olacagini gdstermistir. Idrar
Orneginin non-invaziv olarak elde edilebilir olmasi, LC MS/MS ile hizli sonug
verilebilmesi ve testin dogruluk ve kesinliginin gosterilmis olmasi nedeniyle
Neopterin/BH4 oraninin 6nemli bir gosterge olarak klinikte kullanilabilecegini

diisiiniiyoruz.

39



7. Kaynaklar

Abrahamov, A., Elstein, D., Zimran, A., Farber, B., Glaser, Y., Gross-Tsur, V., ...
Tafakjdi, M. (1995). Gaucher’s disease variant characterised by progressive
calcification of heart valves and unique genotype. The Lancet, 346(8981), 1000
1003. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(95)91688-1

Allegri, G., Costa Netto, H. J. B., Ferreira Gomes, L. N. L., Costa De Oliveira, M. L.,
Scalco, F. B., & De Aquino Neto, F. R. (2012). Determination of six pterins in
urine by LC-MS/MS. Bioanalysis, 4(14), 1739-1746.
https://doi.org/10.4155/bio.12.131

Balwani, M., Fuerstman, L., Kornreich, R., Edelmann, L., & Desnick, R. J. (2010).
Type 1 Gaucher disease: significant disease manifestations in “asymptomatic”
homozygotes. Archives of internal medicine, 170(16), 1463-1469.
https://doi.org/10.1001/archinternmed.2010.302

Basu, P., & Burgmayer, S. J. N. (2011, Mayz1s). Pterin chemistry and its relationship
to the molybdenum cofactor. Coordination Chemistry Reviews.
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2011.02.010

Beutler, E, Grabowski, G., Scriver, C., Hill, A. B.-N. Y. M. G., & 1995, undefined.

(y.y.). Gaucher disease. The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease.

Beutler, Ernest. (2007). Gaucher disease: multiple lessons from a single gene disorder.
Acta Paediatrica, 95, 103-109. https://doi.org/10.1111/j.1651-
2227.2006.th02398.x

Bjelakovic, G. M., Jevtovic-Stoimenov, T., Stojanovic, I., & Bjelakovic, B. (y.y.).
PTERIDINES-METABOLIC FUNCTIONS AND CLINICAL DISORDERS The
influence of galectin-3 on myocardial remodeling and early clinical outcome in
patients with acute myocardial infarction View project TNF alpha and human
disease View project. Tarihinde adresinden erisildi

https://www.researchgate.net/publication/42368648

Boven, L. A, van Meurs, M., Boot, R. G., Mehta, A., Boon, L., Aerts, J. M., & Laman,
J. D. (2004). Gaucher Cells Demonstrate a Distinct Macrophage Phenotype and
Resemble Alternatively Activated Macrophages. American Journal of Clinical

Pathology, 122(3), 359-369. https://doi.org/10.1309/BG5VA8JRDQHIM7HN
40



Burton, C., Shi, H., & Ma, Y. (2016). Daily variation and effect of dietary folate on
urinary pteridines. Metabolomics, 12(5), 1-10. https://doi.org/10.1007/s11306-
016-1019-4

Cabrerizo, F. M., Petroselli, G., Lorente, C., Capparelli, A. L., Thomas, A. H., Braun,
A. M., & Oliveros, E. (2005). Substituent Effects on the Photophysical Properties
of Pterin Derivatives in Acidic and Alkaline Aqueous Solutions. Photochemistry
and Photobiology, 81(5), 1234. https://doi.org/10.1562/2005-05-10-ra-522

Cafada-Cafada, F., Espinosa-Mansilla, A., Mufioz de la Pefia, A., & Mancha de
Llanos, A. (2009). Determination of marker pteridins and biopterin reduced
forms, tetrahydrobiopterin and dihydrobiopterin, in human urine, using a post-
column photoinduced fluorescence liquid chromatographic derivatization
method. Analytica Chimica Acta, 648(1), 113-122.
https://doi.org/10.1016/j.aca.2009.06.045

Capuron, L., Geisler, S., Kurz, K., Leblhuber, F., Sperner-Unterweger, B., & Fuchs,
D. (2014). Activated Immune System and Inflammation in Healthy Ageing:
Relevance for Tryptophan and Neopterin Metabolism. Current Pharmaceutical
Design, 20(38), 6048-6057.
https://doi.org/10.2174/1381612820666140317110217

Casal, J., Lacerda, L., Pérez, L., ... R. P.-C. C. and, & 2002, undefined. (y.y.).
Relationships between serum markers of monocyte/macrophage activation in
type 1 Gaucher’s disease. degruyter.com. Tarihinde adresinden erisildi

https://www.degruyter.com/view/journals/cclm/40/1/article-p52.xml

Castaneda, J. A., Lim, M. J., Cooper, J. D., & Pearce, D. A. (2008, Subat). Immune
system irregularities in lysosomal storage disorders. Acta Neuropathologica.
Acta Neuropathol. https://doi.org/10.1007/s00401-007-0296-4

Cha, K. W., Park, S., & Lee, Y. (1993). Capillary Electrophoretic Separation of
Pteridine Compounds. degruyter.com (C. 4). Tarihinde adresinden erisildi
https://www.degruyter.com/downloadpdf/j/pteridines.1993.4.issue-
4/pteridines.1993.4.4.210/pteridines.1993.4.4.210.xml

Cox, T. M. (2001). Gaucher disease: understanding the molecular pathogenesis of
sphingolipidoses. Journal of inherited metabolic disease, 24 Suppl 2, 106-121,

41



discussion 87-8. https://doi.org/10.1023/A:1012496514170

Cox, T. M., & Schofield, J. P. (1997). Gaucher’s disease: Clinical features and natural
history. Bailliere’s Clinical Haematology, 10(4), 657-689.
https://doi.org/10.1016/S0950-3536(97)80033-9

Daubner, S. C., & Fitzpatrick, P. F. (2013). Pteridines. Encyclopedia of Biological
Chemistry: Second Edition, 666-669. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
378630-2.00023-2

De Rosa, S., Cirillo, P., Pacileo, M., Petrillo, G., D’Ascoli, G.-L., Maresca, F., ...
Chiariello, M. (2011). Neopterin: From Forgotten Biomarker to Leading Actor in
Cardiovascular Pathophysiology. Current Vascular Pharmacology, 9(2), 188—
199. https://doi.org/10.2174/157016111794519372

Deegan, P. B., Moran, M. T., McFarlane, 1., Schofield, J. P., Boot, R. G., Aerts, J. M.
F. G., & Cox, T. M. (2005). Clinical evaluation of chemokine and enzymatic
biomarkers of Gaucher disease. Blood Cells, Molecules, and Diseases, 35(2),
259-267. https://doi.org/10.1016/j.bcmd.2005.05.005

Denz, H., Fuchs, D., Huber, H., Nachbaur, D., Reibnegger, G., Thaler, J., ... Wachter,
H. (1990). Correlation between neopterin, interferon-gamma and haemoglobin in
patients with haematological disorders. European Journal of Haematology,
44(3), 186-189. https://doi.org/10.1111/j.1600-0609.1990.tb00374.x

Duch, D. S., Bowers, S. W., Woolf, J. H., & Nichol, C. A. (1984). Biopterin cofactor
biosynthesis: GTP cyclohydrolase, neopterin and biopterin in tissues and body
fluids of mammalian species. Life Sciences, 35(18), 1895-1901.
https://doi.org/10.1016/0024-3205(84)90541-1

Fairley, C., Zimran, A., Phillips, M., Cizmarik, M., Yee, J., Weinreb, N., & Packman,
S. (2008). Phenotypic heterogeneity of N370S homozygotes with type | Gaucher
disease: an analysis of 798 patients from the ICGG Gaucher Registry. Journal of
inherited metabolic disease, 31(6), 738-744. https://doi.org/10.1007/s10545-
008-0868-z

Fekkes, D., & Voskuilen-Kooijman, A. (2007). Quantitation of total biopterin and
tetrahydrobiopterin in plasma. Clinical Biochemistry, 40(5-6), 411-413.
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2006.12.001

42



Fiege, B., Ballhausen, D., Kierat, L., Leimbacher, W., Goriounov, D., Schircks, B., ...
Blau, N. (y.y.). Plasma tetrahydrobiopterin and its pharmacokinetic following
oral administration. Elsevier. https://doi.org/10.1016/j.ymgme.2003.09.014

Finn, L. S., Zhang, M., Chen, S. H., & Scott, C. R. (2000). Severe type Il Gaucher
disease with ichthyosis, arthrogryposis and neuronal apoptosis: molecular and
pathological analyses. American journal of medical genetics, 91(3), 222—-226.

Tarihinde adresinden erisildi http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10756347

Fischer, M., Thony, B., & Leimkdihler, S. (2010). The biosynthesis of folate and pterins
and their enzymology. Iginde Comprehensive Natural Products 11: Chemistry and
Biology (C. 7, ss. 599-648). Elsevier Ltd. https://doi.org/10.1016/b978-
008045382-8.00150-7

Fitzpatrick, P. F. (1999). Tetrahydropterin-Dependent Amino Acid Hydroxylases.
Annual Review of Biochemistry, 68(1), 355-381.
https://doi.org/10.1146/annurev.biochem.68.1.355

Fredrikson, S., Link, H., & Eneroth, P. (1987). CSF neopterin as marker of disease
activity in multiple sclerosis. Acta Neurologica Scandinavica, 75(5), 352—-355.
https://doi.org/10.1111/j.1600-0404.1987.tb05458.x

Fuchs, D., Milstien, S., Krimer, A., Reibnegger, G., Werner, E. R., Goedert, J. J., ...
Wachter, H. (1989). Urinary neopterin concentrations vs total neopterins for
clinical utility. Clinical chemistry, 35(12), 2305-2307. Tarihinde adresinden
erigildi http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2591046

Fuchs, D., Weiss, G., & Wachter, H. (1993). Neopterin, biochemistry and clinical use
as a marker for cellular immune reactions. International Archives of Allergy and
Immunology. https://doi.org/10.1159/000236491

Gamagedara, S., Gibbons, S., & Ma, Y. (2011). Investigation of urinary pteridine
levels as potential biomarkers for noninvasive diagnosis of cancer. Clinica
Chimica Acta, 412(1-2), 120-128. https://doi.org/10.1016/j.cca.2010.09.015

Gervas-Arruga, J., Cebolla, J. J., de Blas, I., Roca, M., Pocovi, M., & Giraldo, P.
(2015). The Influence of Genetic Variability and Proinflammatory Status on the
Development of Bone Disease in Patients with Gaucher Disease. PLOS ONE,
10(5), e0126153. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0126153

43



Gieseg, S. P., Baxter-Parker, G., & Lindsay, A. (2018, Temmuz 1). Neopterin,
inflammation, and oxidative stress: What could we be missing? Antioxidants.
MDPI AG. https://doi.org/10.3390/antiox7070080

Girgin, G., Baydar, T., Fuchs, D., Sahin, G., Ozmert, E., & Yurdakok, K. (2012).
Evaluation of serum and urinary levels of some pteridine pathway components in
healthy Turkish children. Pteridines, 23(3), 90-95.
https://doi.org/10.1515/pteridines.2012.23.1.90

Giskegdegard, G. F., Davies, S. K., Revell, V. L., Keun, H., & Skene, D. J. (2015).
Diurnal rhythms in the human urine metabolome during sleep and total sleep
deprivation. Scientific Reports, 5(1), 14843. https://doi.org/10.1038/srep14843

Goker-Alpan, O., Schiffmann, R., Park, J. K., Stubblefield, B. K., Tayebi, N., &
Sidransky, E. (2003). Phenotypic continuum in neuronopathic Gaucher disease:
An intermediate phenotype between type 2 and type 3. Journal of Pediatrics,
143(2), 273-276. https://doi.org/10.1067/S0022-3476(03)00302-0

Grabowski, G. A., Andria, G., Baldellou, A., Campbell, P. E., Charrow, J., Cohen, I.
J., ... Vellodi, A. (2004a). Pediatric non-neuronopathic Gaucher disease:
presentation, diagnosis and assessment. Consensus statements. European journal
of pediatrics, 163(2), 58-66. https://doi.org/10.1007/s00431-003-1362-0

Grabowski, G. A., Andria, G., Baldellou, A., Campbell, P. E., Charrow, J., Cohen, I.
J., ... Vellodi, A. (2004b). Pediatric non-neuronopathic Gaucher disease:
Presentation, diagnosis and assessment. Consensus statements. Iginde European
Journal of Pediatrics (C. 163, ss. 58-66). https://doi.org/10.1007/s00431-003-
1362-0

Gupta, N., Oppenheim, I. M., Kauvar, E. F., Tayebi, N., & Sidransky, E. (2011a). Type
2 Gaucher disease: phenotypic variation and genotypic heterogeneity. Blood
cells, molecules & diseases, 46(1), 75-84.
https://doi.org/10.1016/j.bcmd.2010.08.012

Gupta, N., Oppenheim, I. M., Kauvar, E. F., Tayebi, N., & Sidransky, E. (2011b, Ocak
15). Type 2 Gaucher disease: Phenotypic variation and genotypic heterogeneity.
Blood Cells, Molecules, and Diseases.
https://doi.org/10.1016/j.bcmd.2010.08.012

44



Harris, C. M., Taylor, D. S., & Vellodi, A. (1999). Ocular motor abnormalities in
Gaucher disease. Neuropediatrics, 30(6), 289-293. https://doi.org/10.1055/s-
2007-973507

Hausen, A., Fuchs, D., Reibnegger, G., Werner, E. R., & Wachter, H. (1989).
Neopterin in clinical use. Pteridines, 1(1), 3-16.
https://doi.org/10.1515/pteridines.1989.1.1.3

Hollak, C. E. M., Van Weely, S., Van Oers, M. H. J., & Aerts, J. M. F. G. (1994).
Marked elevation of plasma chitotriosidase activity. A novel hallmark of Gaucher
disease. Journal of Clinical Investigation, 93(3), 1288-1292.
https://doi.org/10.1172/JCI117084

Horowitz, M., Pasmanik-Chor, M., Borochowitz, Z., Falik-Zaccai, T., Heldmann, K.,
Carmi, R., ... Eyal, N. (1998). Prevalence of glucocerebrosidase mutations in the
Israeli Ashkenazi Jewish population. Human Mutation, 12(4), 240-244.
https://doi.org/10.1002/(SICI1)1098-1004(1998)12:4<240::AlID-
HUMU4>3.0.CO;2-J

Hyland, K., Surtees, R. A. H., Heales, S. J. R., Bowron, A., Howells, D. W., & Smith,
I. (1993). Cerebrospinal fluid concentrations of pterins and metabolites of
serotonin and dopamine in a pediatric reference population. Pediatric Research,
34(1), 10-14. https://doi.org/10.1203/00006450-199307000-00003

Janos, B. (2017). A tetrahidrobiopterin (BH4)-deficientia diagnosztikaja és kezelése.
Orvosi Hetilap, 158(48), 1897-1902. https://doi.org/10.1556/650.2017.30895

Jiménez Girdn, A., Martin-Tornero, E., Hurtado Sanchez, M. C., Duran Meras, I., &
Espinosa Mansilla, A. (2012). A simple HPLC-ESI-MS method for the direct
determination of ten pteridinic biomarkers in human urine. Talanta, 101, 465—
472. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2012.09.061

Kacher, Y., & Futerman, A. H. (2006, Ekim 9). Genetic diseases of sphingolipid
metabolism: Pathological mechanisms and therapeutic options. FEBS Letters.
FEBS Lett. https://doi.org/10.1016/j.febslet.2006.08.041

Ledochowski, M., Murr, C., Widner, B., & Fuchs, D. (1999). Association between
insulin resistance, body mass and neopterin concentrations. Clinica Chimica
Acta, 282(1-2), 115-123. https://doi.org/10.1016/S0009-8981(99)00019-4

45



Ma, Y., & Burton, C. (2013, Ekim). Pteridine detection in urine: the future of cancer
diagnostics? Biomarkers in Medicine. https://doi.org/10.2217/bmm.13.88

Mahmoud, R. A. K., EI-Gendi, H. I., & Ahmed, H. H. (2005). Serum neopterin, tumor
necrosis factor-a and soluble tumor necrosis factor receptor II (p75) levels and
disease activity in Egyptian female patients with systemic lupus erythematosus.
Clinical Biochemistry, 38(2), 134-141.
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2004.11.002

Malaguarnera, L. (2006, Aralik). Chitotriosidase: The yin and yang. Cellular and
Molecular Life Sciences. https://doi.org/10.1007/s00018-006-6269-2

Mankin, H. J., Rosenthal, D. I., & Xavier, R. (2001). Gaucher disease. New approaches
to an ancient disease. The Journal of bone and joint surgery. American volume,
83-A(5), 748-762. Tarihinde adresinden erigildi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11379747

Martin Tornero, E., Duran Meras, |., & Espinosa-Mansilla, A. (2014). HPLC
determination of serum pteridine pattern as biomarkers. Talanta, 128, 319-326.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2014.04.052

Meikle, P. J., Hopwood, J. J., Clague, A. E., & Carey, W. F. (1999). Prevalence of
lysosomal storage disorders. Journal of the American Medical Association,
281(3), 249-254. https://doi.org/10.1001/jama.281.3.249

Mistry, P. K., Cappellini, M. D., Lukina, E., Ozsan, H., Mach Pascual, S., Rosenbaum,
H., ... Massenkeil, G. (2011). A reappraisal of Gaucher disease-diagnosis and
disease management algorithms. American Journal of Hematology, 86(1), 110—
115. https://doi.org/10.1002/ajh.21888

Miiller, M. M., Curtius, H. C., Herold, M., & Huber, C. H. (1991, Eylul 14). Neopterin
in clinical practice. Clinica Chimica Acta. https://doi.org/10.1016/0009-
8981(91)90019-9

Murr, C., Widner, B., Wirleitner, B., & Fuchs, D. (2005). Neopterin as a Marker for
Immune System Activation. Current Drug Metabolism, 3(2), 175-187.
https://doi.org/10.2174/1389200024605082

Nalysnyk, L., Rotella, P., Simeone, J. C., Hamed, A., & Weinreb, N. (2017). Gaucher

disease epidemiology and natural history: a comprehensive review of the
46



literature. Hematology, 22(2), 65-73.
https://doi.org/10.1080/10245332.2016.1240391

Nature, F. H.-, & 1889, undefined. (y.y.). Note on a yellow pigment in butterflies.

Neumann, M. C., Sprenger, H., Grebe, S. O., Gemsa, D., Reibnegger, G., Lange, H.,
& Miiller, T. F. (1998). Neopterin, serum amyloid A, and cytokine monitoring
after renal transplantation. Pteridines. International Society of Pteridinology.
https://doi.org/10.1515/pteridines.1998.9.2.113

Oettl, K., Wirleitner, B., Baier-Bitterlich, G., Grammer, T., Fuchs, D., & Reibnegger,
G. (1999). Formation of oxygen radicals in solutions of 7,8-dihydroneopterin.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 264(1), 262-267.
https://doi.org/10.1006/bbrc.1999.1520

Pourakbari, B., Mamishi, S., Zafari, J., Khairkhah, H., Ashtiani, M. H., Abedini, M.,
... Rad, S. S. (y.y.). Evaluation of procalcitonin and neopterin level in serum of
patients with acute bacterial infection. The Brazilian journal of infectious
diseases : an official publication of the Brazilian Society of Infectious Diseases,
14(3), 252-255. Tarihinde adresinden erisildi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20835508

Putzki, H., Aschern, F., Henkel, E., & Heymann, H. (1987). Neopterin - A tumor
marker in colorectal carcinoma? Diseases of the Colon & Rectum, 30(11), 879—
883. https://doi.org/10.1007/BF02555429

Renkema, G. H., Boot, R. G., Muijsers, A. O., Donker-Koopman, W. E., & Aerts, J.
M. F. G. (1995). Purification and characterization of human chitotriosidase, a
novel member of the chitinase family of proteins. Journal of Biological
Chemistry, 270(5), 2198-2202. https://doi.org/10.1074/jbc.270.5.2198

Reuser, A. J. J., & Drost, M. R. (2006). Lysosomal dysfunction, cellular pathology and
clinical symptoms: Basic principles. Iginde Acta Paediatrica, International
Journal of Paediatrics (C. 95, SS. 77-82).
https://doi.org/10.1080/08035320600618957

SCHOEDON, G., TROPPMAIR, J., FONTANA, A., HUBER, C., CURTIUS, H. -C,
& NIEDERWIESER, A. (1987). Biosynthesis and metabolism of pterins in

peripheral blood mononuclear cells and leukemia lines of man and mouse.

47



European Journal of Biochemistry, 166(2), 303-310.
https://doi.org/10.1111/j.1432-1033.1987.tb13515.x

Sidransky, E. (1997). New perspectives in type 2 Gaucher disease. Advances in
pediatrics, 44, 73-107. Tarihinde adresinden erisildi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9265968

Thony, B., Auerbach, G., & Blau, N. (2000, Nisan 1). Tetrahydrobiopterin
biosynthesis,  regeneration and  functions.  Biochemical  Journal.
https://doi.org/10.1042/0264-6021:3470001

Tomsikova, H., Tomsik, P., Solich, P., & Novakova, L. (2013, Eyliil). Determination
of pteridines in biological samples with an emphasis on their stability.
Bioanalysis. https://doi.org/10.4155/bi0.13.194

Troppmair, J., Nachbaur, K., Herold, M., Aulitzky, W., Tilg, H., Gastl, G., ... Mull,
B. (1988). In-vitro and in-vivo studies on the induction of neopterin biosynthesis
by cytokines, alloantigens and lipopolysaccharide (LPS). Clinical and
experimental immunology, 74(3), 392-397. Tarihinde adresinden erisildi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3148378

Tylki-Szymanska, A., Vellodi, A., EI-Beshlawy, A., Cole, J. A., & Kolodny, E. (2010).
Neuronopathic Gaucher disease: Demographic and clinical features of 131
patients enrolled in the International Collaborative Gaucher Group Neurological
Outcomes Subregistry. Journal of Inherited Metabolic Disease, 33(4), 339-346.
https://doi.org/10.1007/s10545-009-9009-6

Wachter, H., Fuchs, D., Hausen, A., Reibnegger, G., & Werner, E. R. (1989).
Neopterin as Marker for Activation of Cellular Immunity: Immunologic Basis
and Clinical Application. Advances in Clinical Chemistry, 27(C), 81-141.
https://doi.org/10.1016/S0065-2423(08)60182-1

Wenger, D. A., Clark, C., Sattler, M., & Wharton, C. (1978). Synthetic substrate -
glucosidase activity in leukocytes: A reproducible method for the identification
of patients and carriers of Gaucher’s disease. Clinical Genetics, 13(2), 145-153.
https://doi.org/10.1111/j.1399-0004.1978.tb04242.x

Werner, E. R., Bichler, A., Daxenbichler, G., Fuchs, D., Fuith, L. C., Hausen, A., ...
Wachter, H. (1987). Determination of neopterin in serum and urine. Clinical

48



Chemistry, 33(1), 62—66. https://doi.org/10.1093/clinchem/33.1.62

Werner, E. R., Werner-Felmayer, G., Fuchs, D., Hausen, A., Reibnegger, G., Yim, J.
J., ... Wachter, H. (1990). Tetrahydrobiopterin biosynthetic activities in human
macrophages, fibroblasts, THP-1, and T 24 cells. GTP-cyclohydrolase 1 is
stimulated by interferon-y, and 6-pyruvoyl tetrahydropterin synthase and
sepiapterin reductase are constitutively present. Journal of Biological Chemistry,
265(6), 3189-3192.

William, J., Saad, N., Salib, M., Riad, H., Mahran, K. S., Iskander, I., ... Barsoum, R.
(1998). The acute effect of intravenously administered recombinant human
erythropoietin on the immune response of uremic patients maintained on regular
hemodialysis. Artificial Organs, 22(3), 192-196. https://doi.org/10.1046/j.1525-
1594.1998.06041.x

49



8. Ekler

8.1. Etik Kurul Onay Belgesi

Tel:0 232 390 4219 - 373 78 81-Fax: 0232 390 21 34

ARASTIRMA BASVURUSU ONAY BELGESt

L TG )
EGE UNIVERSITES] TIBBI ARASTIRMALAR ETIK KURULU R
Ege Universitesi Tip Fakiltesi Dekanlifr 2.Kat. Erzene Ankara Cad. 35100 Bornova J1ZMIR

e-mail: aetikk@mail.ege.edu.tr www.aek.med.ege.edu.tr

Ga_u'ch‘er,_ Hastalidinin  Tanisi  ve Siddetinin Gostergesi Olarak - Pteridin
A R.MAMN ACIK ADL Metabolitlerinin‘ Arastinimasi . g :
ARASTIRMA PROTCKOL KODU - T
"3 | KOORDINATOR/SORUMLU ARASTIRMACI © .
w UNVANI/ADI/SOYADI . B
E - | KOORDINATOR/SORUMLU ARASTIRMACT : *
- | UZMANLIK ALANI - ! o
2 ' KOORDINATOR/SORUMLU ARASTIRMACININ - . J| Ege. Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dah Klinik Biyokirmya Bilim
E BULUNDUGU MERKEZ Dajp - " = -
‘S | DESTEKLEYiCE ~{fBilimsel Aragtrmalar Proje Fonu
: PROJE YURUTOCUSU UNVANI/ADI/SOYADI : i e
(TUBITAK vb. kaynaklardan destek alantar-igin) - .
DESTEKLEYICININ YASAL TEMSILCISH '
} . Belge Adi Tarihi
ARASTIRMA BASVURU FORMU
:E % | BILGILENDIRME FORMU
-
zu -
! g VERI [ZLEME FORMU/ ANKET
3 | =
8 2 | ARASTIRMA BUTCESE =
w
a3 [piger O
i Karar Nu: 19-1.1T/34 Tarih: 23.01.2019-
E " Yukarida bagvuru bilgileri verilen ai;'asunna'basvhi'ﬁﬁddsya‘s1 ve ilgili belgelér aragtirmanin gerekge, amag, ‘yaklaslm ve
o |yontemler! dikkate alinarak Kurulumuzca incelenmis, arastirma giderlerinin géniilliiye ve/veya baigh bulundugu
gg sosyal giivenlik kurumuna Gdetilmedifi kosullarda arastrmaya baglanmasinin etik agidan uygun bulunduguna
‘B | toplantiya katilan etik kurul Gye tam sayisinin salt cogunlugu ile karar verilmistir. .
R ) EGE UNIVERSETESE TIBBI ARASTIRMALAR ETIK KURULU :
CALISMA:ESASI Ege Universites-Tibbi-Araghrmalar Etik:Kurul Yénergesi, Iyi Kiinik Uygulamalan Kilavi
i~ |BASKANINUNVANE /ADI/ - e MANBIRACTOE 1. T - - -
SOYADI: G Prof. Dr. Aliye I_VI‘ATNDVIRAC_}O_GLUZ :
Unvani / Adr / Soyadi Uzmanlik *oineveti | Tliski | Kathim I
EX Oyeldi Dl orvell & | e e
. - = =
Prof. Dr. Aliye MANDIRACIOGLU i Ot | HE
Bagkan . Halk Sahig AD; K Rl On /
.. s -~
b rsitesi Hemsirelik : T
. | Dog.Dr. Safak DAGHAN Halk Safiig. kiltesi Halk Saghor | k %‘? E"ﬁ
A Bagkan Yardimcisi Hemsirelii AD, " Hemsireligi AD B
Prof. Dr. Sadrk AKSIT Cotuk Saiigi ve | - Eﬁ’f}ugigﬁei:si Tip_. e | me
Uye Hastaliklan Cocuk Sagiigi Ve Hastahidari E EH OH h
SR CAD T .

+ Etik Kurul Bagkanimn Sayfa
i Unvani/Adi/Soyad:: —
; Prof. Dr. Aliye 1 12
" | MANDIRACIOGLY 1

~

50



Free Hand

Free Hand

Free Hand


R o1t .
EGE UNIVERSITESI TIP FAKULTESE TIBBI ARASTIRMALAR ETIK KURULU
Ege Universitesi Tip Faklltesi Dekani§L2.Kat:..Erzene Ankara,Cad. 35100 Bornova / IZMIR.
Tel:0 232 390 4219~ 373,788, 0232 390 21 34
e-mail: aetikk@mail.ege.edu.tr’: viww.aek.med.ege.edu.tr

ARASTIRMA BASVURUSU ONAY BELGESI

" | Gaucher VIHVBS'tHhﬁ!ﬂIn Tanisi ve Siddetinin Gostergesi Olarak Pteridin |
ARASTIRMANIN ACTK ADI Metabolitlerinin Arastinlmas!
[CARASTIRMA PROTOKOL KODU R -
I karaR BiLGILERI || Karar Nu 1 19°1.1T/34-- , l
. -Unvani /:Adf Soyadi < . . |. . Uzmanlik N ) b dligki Kﬂtl""“_l. IER )
S K Uyelii oo )T Dl : - |Cinsivetl) o T S e T T iR
Prof. Dr. Ayhan DONMEZ | Ede Oniversitesi Tip t
Uye  Ig Hastalklan . | e ieci Te Hastalkian E E | He
: e P - H | OH »
. Ana || S S
Prof. Dr. Murat ULUKUS Kadin Hastaliklar Ve | e
P astalikda E | ®E
Uye Daégum - E H E H 1‘_
3 xS
Prof. Dr. Ceyda KABAROGLU oo | Ege Univerditesi Tip :
Uye ' Kiinik gl‘__f,."k'."“.’a ‘| Fakiitesi Tibbi Biyokimya | K E %E
* 7 |-AD.Kiinik Biyokimya BD. = .
A ~ Ruh Sajidi ve " Ege Universitesi Tip - = '
Prof. Dr, Ozen Onen SERTOZ A . e | HE
Raportir Oye . Hastaliklari- akiiltes h“s,ai_’gll‘ﬁku Dvel | K ®Bh | On
Prof. Dr. Giinay YETIK ANACAK R n
Uye Farmako:!oji' X E % 5 5 ]
Prof. Dr. H. Oya TURKOGLU “Eoe Universites Dis Hak ]
E : : FE 4
CAKAL . Periodontoloji Fakiltesi Periodontoloji | K %E q
Uye 0 SRR 1o I )
Dog. Dr. Reci MESER} e v « | Oe| OE
liye iyetetik AL .o Mimlert Fatdlfed. KH | @H
- o _Beslenme ve Diyetetik AD -
. . ge Cniiirsitesi Tip
Dog. Dr. Tahir ATIK Cocuk Sa Oe | OE
Oye . by Uk Saghdi-Ve, " E ]
“W"_"?” ‘Hastaliklan AD Cocuk E H = H

*  prastrma ile dliski
** Toplantida Bulunma

|_Belge Kodu ! Rev. Tarihi / Nosu: | Sayfa

‘| Etik Kurul Bagkaninin |
Unvani/Adi/Soyadit: i

! Praf Dr Aliva

2 \o2mog201u0s L2

51


Free Hand

Free Hand

Free Hand

Free Hand

Free Hand

Free Hand


8.2. 6-12 Yas Hasta Géniilliiler I¢in Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formu

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!
Bu c¢aligsmaya katilmak iizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer almay1
kabul etmeden dnce ¢alismanin ne amacla yapilmak istendigini anlamaniz ve kararinizi
bu bilgilendirme sonras1 6zgilirce vermeniz gerekmektedir. Size 6zel hazirlanmis bu

bilgilendirmeyi lutfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar isteyiniz.

CALISMANIN AMACI NEDIR?

Bu ¢alismanin amaci dogustan olan bazi hastaliklarin taninmasi ve tedavinin takibinde
bazi maddelerin (pterinler) diizeylerini 6l¢gmenin yararinin arastirilmasidir.

NEDEN BEN SECILDIM

Dogustan viicudunuzda bazi molekiiller eksik oldugu ya da iyi ¢alismadigi ig¢in bu
caligmaya se¢ildiniz.

KATILIRSAM BANA NE OLACAK

Bu arastirmadan tibbi olarak bir yarar saglamayacaksiniz. Ama bu ¢aligmanin sonuglari
ilerideki yasantinizda size ve baska hastalarin yararina kullanilabilecektir.

NE YAPMAM GEREKECEK

Yapilan rutin kontroller sirasinda alinan kan 6rnekleri yaninda yaninda 2 tiip (toplamda 1
tath kasig1 kadar) kan alimi yapilacaktir. Bu kan ornekleri alinmasi igin yeniden igne
batirilmayacak ve 6rnekler sadece bu arastirma i¢in kullanilacaktir. Ayrica iki tath kasigi
kadar idrar 6rnegi alinacaktir. Arastirma ile ilgili olarak ikinci 6rneklem gerekirse yeniden
kan alim1 gerekecektir. Bu kosula uymak istemezseniz ¢alisma disinda tutulacaksiniz.

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR

Bu arastirmada tek bir kez Ornek alinacak olup bir daha kontrole gelmeniz
gerekmemektedir.

KATILMAMIN OLASI ZARAR YA DA RiSKLERI NELER

Kan alma islemi ile ilgili riskler arasinda bayilma, agr1 ve/veya morarma sayilabilir. Ender
durumlarda igne deliginin yerinde iltihap ya da kiiciik bir kan toplanmasi olabilir. Zaten
baska bir nedenle kan 6rnegi alinacagi sirada fazladan 2 tiip kan 6rnegi alinacag i¢in bu
ornek alimi sizin i¢in fazladan bir risk olusturmayacaktir. Olas1 bir soruna kars1 gerekli
tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

UYGULANACAK TEDAVILERIN KATILIMCILAR UZERINE NE GiBi YAN
ETKILERI OLUR

Calisma i¢in herhangi bir tedavi gerekmedigi icin herhangi bir yan etki sorunu
olmayacaktir.

VUCUDUMDAN ALINAN ORNEKLERLE NE YAPILACAK

Kan ve idrar orneklerinde hastalifa ait bazi proteinlerin ve molekiillerin diizeyleri
Olculecektir.

CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MI
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Yapilacak her tiir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflari size, ailenize veya
giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢bir kurum veya kurulusa
Odetilmeyecektir.

CALISMAYA KATILMAM NEDENIYLE BiR ODEME YAPILACAK MI

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢gbir 6deme yapilmayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILDIGIM GiZLi TUTULACAK MI

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile
kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik
kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde
kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.

CALISMAYA KATILMAZSAM NE OLACAK?

Caligmaya katilip katilmamak konusunda 6zgiirsiiniiz. Katilmay1 kabul etmeseniz bile
hastaliginizin takibi ve tedavinizde bir degisiklik olmayacaktir.

ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR ICIN KiMi
ARAMALIYI1Z

Arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir sorun,
istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklar i¢in no.lu telefondan Prof. Dr.
Eser Y. SOZMEN.’e bagvurabilirsiniz.

Calhismaya katilma onay1

Yukarida yer alan ve arastirmaya baglanmadan 6nce goniillilye verilmesi gereken bilgileri
gosteren iki sayfalik metni okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari
aragtirictya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilartyla
anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmay1 isteyip istemedigime karar vermem i¢in
bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin goézden
gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiiciisiine yetki
veriyor ve s6z konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve
baski olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla
yerel yasalarin bana sagladig1 haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

GONULLUNUN IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH
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ARASTIRMA EKIBINDE YER ALAN VE YETKIN BiR

ARASTIRMACININ Imzasi

ADI & SOYADI
TARIH

GEREKTIGIi DURUMLARDA TANIK IMZASI

ADI & SOYADI

GOREVI

TARIH

8.3. 12-18 Yas Hasta Géniilliiler icin Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!
Bu calismaya katilmak {izere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢aligmada yer almay1
kabul etmeden 6nce ¢alismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve kararinizi
bu bilgilendirme sonrasi1 6zgiirce vermeniz gerekmektedir. Size 6zel hazirlanmis bu

bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz, sorulariiza ag¢ik yanitlar isteyiniz.

CALISMANIN AMACI NEDIR?

Bu ¢alismanin amaci dogustan olan bazi hastaliklarin taninmasi ve tedavinin takibinde
baz1 maddeleri (Pterinler) kanda ve idrarda 6l¢erek bu maddelerin hastalarin tanisinda ve

tedavisinin izlenmesinde yarar1 olup olmayacaginin arastirilmasidir.

NEDEN BEN SECILDIM

Viicudunuzda hiicrede bulunan bazi enzimler dogustan eksik oldugu ya da gdrevini tam
yapamadigi i¢in bazi molekiillerin hiicrelerde birikmesi nedeniyle Gaucher hastaligi

olusmaktadir. Sizde dogustan bu hastaliga sahip oldugunuz i¢in bu ¢alismaya se¢ildiniz.

KATILIRSAM BANA NE OLACAK

Bu arastirmadan hemen tibbi olarak bir yarar saglamaniz beklenmemektedir. Ancak bu
calismanin  sonuglart ilerideki yasantinizda sizin hastaligimzin  izlenmesinde

kullanilabilecek veya bagka hastalarin tanisi i¢in kullanilabilecektir.
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NE YAPMAM GEREKECEK

Yapilan rutin kontroller sirasinda alinan kan 6rnekleri yaninda 2 tiip (toplamda 1 tath
kasigr kadar) kan alimi yapilacaktir. Bu kan Ornekleri alinmasi i¢in yeniden igne
batirilmayacak ve ornekler sadece bu arastirma i¢in kullanilacaktir. Ayrica iki tath kasigi
kadar idrar 6rnegi alinacaktir. Arastirma ile ilgili olarak ikinci 6rneklem gerekirse yeniden

kan alim1 gerekecektir. Bu kosula uymak istemezseniz ¢aligma diginda tutulacaksiniz.

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR

Bu aragtirmada tek bir kez oOrnek alinacak olup bir daha kontrole gelmeniz

gerekmemektedir.

KATILMAMIN OLASI ZARAR YA DA RiSKLERI NELER

Kan alma islemi ile ilgili riskler arasinda bayilma, agr1 ve/veya morarma sayilabilir. Ender
durumlarda igne deliginin yerinde iltihap ya da kii¢iik bir kan toplanmasi olabilir. Zaten
baska bir nedenle kan 6rnegi alinacagi sirada fazladan 2 tiip kan 6rnegi alinacagi i¢in bu
ornek alimi sizin i¢in fazladan bir risk olusturmayacaktir. Olas1 bir soruna kars1 gerekli

tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

UYGULANACAK TEDAVILERIN KATILIMCILAR UZERINE NE GiBi YAN
ETKIiLERi OLUR

Calisma i¢in herhangi bir tedavi gerekmedigi icin herhangi bir yan etki sorunu

olmayacaktir.

VUCUDUMDAN ALINAN ORNEKLERLE NE YAPILACAK

Kan ve idrar Orneklerinde hastalifa ait bazi proteinlerin ve molekiillerin diizeyleri

olculecektir.

CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MI

Yapilacak her tiir tetkik, fizik muayene ve diger aragtirma masraflar size veya
giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢bir kurum veya kurulusa

Odetilmeyecektir.

CALISMAYA KATILMAM NEDENIiYLE BIR ODEME YAPILACAK MI

Bu aragtirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢cbir 6deme yapilmayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILDIGIM GiZLI TUTULACAK MI
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Size ait tim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile
kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik
kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde

kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.

CALISMAYA KATILMAZSAM NE OLACAK?

Calismaya katilip katilmamak konusunda 6zgiirsiiniiz. Katilmay1 kabul etmeseniz bile

hastaliginizin takibi ve tedavinizde bir degisiklik olmayacaktir.

ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR ICIiN KiMmi
ARAMALIYI1Z

Arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir sorun,
istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklar igin )1 no.lu telefondan Prof. Dr.
Eser Y. SOZMEN.’e basvurabilirsiniz.

Calismaya katilma onay1

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan 6nce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri
gosteren iki sayfalik metni okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari
aragtirictya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla
anlamig bulunmaktayim. Calismaya katilmayi isteyip istemedigime karar vermem igin
bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gozden
gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda aragtirma yiiriitiiciisiine yetki
veriyor ve sdz konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve
bask1 olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla

yerel yasalarin bana sagladig1 haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

GONULLUNUN IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin IMZASI

ADI & SOYADI
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ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

ARASTIRMA EKIBINDE YER ALAN VE YETKIN BIR
ARASTIRMACININ

Imzasi

ADI & SOYADI

TARIH

GEREKTiIGi DURUMLARDA TANIK

IMZASI

ADI & SOYADI

GOREVI

TARIH
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8.4. Hasta Rapor Formu

Gaucher Hastaliginin Tanis1 Ve Siddetinin Gostergesi Olarak Pteridin
Metabolitlerinin Arastirilmast

Hasta Rapor Formu

Tarih:.../..../.....
Protokol No:....cccvevniiiiniiiniiinnnnnn Dogum tarihi:
Adi-Soyadi:....cooeeviiiiniiiinnn cone Yast......
Adres-Tel:u.ccceiuieiuininiiiniiininininininenens

Fizik Muayene:
Ag:

Boy:

TA:

(6R)-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin (BH4 )
Pterin (PT)

6,7-dimethylpterin (6,7-DMPT)
6-Biopterin

7-biopterin (L-Primapterin)
6-neopterin (D-(+)-Neopterin)
7-neopterin (Sepiaptrin)
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9. Tesekkiir

Tez calismamin yapilabilmesi i¢in gerekli maddi destegi saglayan TYL-2019-20414
nolu BAP projesi kapsaminda projeyi destekleyen Ege Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimine,

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya A.D. dgretim iiyeleri; Prof. Dr.
Gillinnaz ERCAN, Prof. Dr. Ferhan SAGIN, Prof. Dr. Hakan Aydim, Prof. Dr.
Yasemin AKCAY, Prof. Dr. Handan Ak, Dog. Dr. Mert OZGONUL, Dog. Dr. Ebru
SEZER’e,

tesekkiirlerimi sunarim.

[zmir, 1.02.2021 Melisa Rabia VURAL
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Universitesi Enstitiisi ABD.

Ulke Universite Fakiilte/Ensti | Ogrenim Alani Mezuniyet
Lisans tu Yili
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Ulke LiSE Ogrenim Alani | Mezuniyet Yili
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