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OZET

Kilicarslan, B., Pterjiumda Neopterin Diizeylerinin ve Kiniirenin Yolaginin
Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Toksikoloji Programm Doktora Tezi, Ankara, 2018. Pterjium, konjonktiva
dokusunun kornea iizerine dogru ilerledigi, inflamatuvar ve dejeneratif bir goz
hastaligidir. Patogenezinde ultraviyole 1sinlar, p53 tiimor baskilayici gen,
immiinolojik ve inflamatuvar mekanizmalar gibi etmenlerin rol oynadigi bilinmesine
ragmen etiyolojisinin belirsizligini korumasi ve ¢ok sik tekrar eden bir klinik seyir
gostermesi nedeniyle, bu patolojide neopterin gibi yenilik¢i biyogostergelere
gereksinim vardir. Neopterin, hiicresel immiin aktivasyonu ifade eden konjuge
olmayan bir pteridindir ve birgok patolojinin erken tani ve seyrinde onemli bir
biyogosterge olarak kabul edilmektedir. Hiicresel immiiniteyi yansitan diger bir
gosterge, bulundugu dokuda triptofani tiiketerek kintirenin olusmasinda rol oynayan
indolamin  2,3-dioksijenaz (IDO) enzimidir. Bu tez ¢alismasinda, pterjiumda
neopterin konsantrasyonlar1 ve IDO aktivitesini ifade eden kiniirenin/triptofan oram
belirlenerek immiin aktivasyon durumu degerlendirilmistir. Bu amagla pterjium
hastalarinda (n=31) ve saglikli kontrol grubunda (n=32) neopterin, triptofan ve
kiniirenin diizeyleri dl¢iilmiistiir. immiin aktivasyonun sistemik degerlendirilmesinde
serum, lokal degerlendirilmesinde ise gozyast Ornekleri kullanilmuigtir. Pterjium
hastalarinda serum neopterin konsantrasyonlar1 ve Kkiniirenin/triptofan oraninin
kontrol grubuna gore yiiksek ve birbirleri ile iliskili oldugu bulunmustur (p<0,05).
Bu durum, immiin stimiilasyonun gostergesi olan IDO aktivitesinin pterjiumda
indiiklendigini ve hastaligin patogenezinde immiinolojik yolaklarin, 6zellikle de T-
hiicre aracilikli immiinitenin katkist oldugunu gostermektedir. Elde edilen sonuglara
gore neopterin gibi biyogostergelerin pterjium kliniginde kullanim potansiyeli

oldugu distliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: pterjium, neopterin, kiniirenin, triptofan, biyogdsterge

Bu tez, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’nin

THD-2017-16538 numarali projesi ile desteklenmistir.
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ABSTRACT

Kilicarslan B., Evaluation of Neopterin Levels and Kynurenine Pathway in
Pterygium, Hacettepe University Institute of Health Sciences Ph.D. Thesis in
Pharmaceutical Toxicology, Ankara, 2018. Pterjium is an inflammatory and
degenerative eye disease in which conjunctival tissue grows onto cornea. Despite the
fact that factors such as ultraviolet radiation, p53 tumor suppressor gene,
immunologic and inflammatory mechanisms play a role in the pathogenesis, its
etiology remains unclear. High recurrence rates of pterygium reveals the need for
innovative biomarkers such as neopterin in clinical practice. Neopterin is an
unconjugated pteridine which expresses cellular immunity and is considered to be an
important biomarker in the early diagnosis and prognosis of many pathologies.
Another indicator that reflects cellular immunity is the enzyme indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO), which plays a role in the formation of kynurenine by consuming
tryptophan in the tissues. In this study, immunological activation status was
evaluated in pterygium by determination of neopterin concentrations and the ratio of
kynurenine/tryptophan, which reflects IDO activity. For this purpose, neopterin,
tryptophan and kynurenine levels were measured in pterygium patients (n=31) and
healthy control group (n=32). Serum samples were used for systemic evaluation of
immune activation and tear samples were used for local evaluation. Compared to
control group, serum neopterin concentrations and kynurenine/tryptophan ratio were
increased and found to be related to each other in pterygium patients (p<0.05). This
demonstrates that IDO activity, an indicator of immunostimulation, is induced in
pterygium and immunologic pathways, particularly T-cell mediated immunity,
contribute to the pathogenesis of the disease. Our results have been pointed out that

neopterin is an important biomarker for diagnosis and monitoring pterygium.

Keywords: pterygium, neopterin, kynurenine, tryptophan, biomarker

This thesis was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit with the project numbered THD-2017-16538.
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1. GIRIS

Pterjium, konjonktiva dokusunun kornea iizerine dogru ilerledigi, gozde kanat
seklinde bir goriiniisle karakterize, inflamatuvar ve dejeneratif bir géz hastaligidir.
Gozlerde yanma, batma, sulanma, kasint1 ve yabanci cisim hissi gibi semptomlar ve
goriis alaninin kapanmasma bagli olarak gérme kaybi ve estetik rahatsizlik
goriilmektedir. Patogenezinde ultraviyole 1smnlar, p53 tiimor baskilayici gen,
immiinolojik ve inflamatuvar mekanizmalar rol oynamaktadir. Pterjium, binlerce
yildir bilinen ve tedavi segenekleri lizerine birgok aragtirmanin yapildigi ve
yayimlandigi bir konu olmasina ragmen baz1 yazarlarin ifade ettigi gibi bir “enigma”
olmaya devam etmektedir (1). Neopterin ise bir gizem olmamakla birlikte farkli
patolojilerde kendini ispatlamak zorunda olan yeni bir biyogostergedir.

Hastaliklarda i¢in biyogostergeler ¢ok onemlidir. Hastaligin tanisi, seyri,
tedavi plan1 ve tedaviye yanit gibi bir¢ok basamakta saglik ¢alisanlarinin ihtiyag
duydugu rehber gorevi goriirler. GOz hastaliklarinda 6zellikle gozyasi neopterin
diizeylerinin degerlendirildigi ¢ok az calisma vardir. Gozyast gibi degerli ve zor bir
ornegin kullanilmas1 ve gbzyasinda neopterin analizi yapilan tek caligmanin bu
projenin paydaslarinca yapilmasi bu tezin giiclii yonlerinden biridir (2). lgili tez,
hem pterjium hem de neopterin konusunda soru isaretlerini gidermeye yonelik
kapsamli, temel bir arastirmadir. Bu tez ¢alismasinin amaci ¢ok fazla bilinmeyen
yonleri bulunan iki konu hakkinda hem akademik hem de klinik olarak bir goriis
ortaya koymaktir. Aragtirma konusunun temel 6geleri ve kapsami pterjium hastalig
ve neopterin olmakla birlikte, cevap aradigi sorular diisiiniildiigiinde neopterinin
tiyesi oldugu pteridin ailesi ve iliskili oldugu kiniirenin yolagi da bu tez
kapsamindadir. Tez aragtirmasinda kisaca asagidaki sorularin cevabi aranmistir:

I. Pterjium hastaligt ile neopterin, triptofan, kiniirenin diizeyleri ve
kiniirenin/triptofan orani gibi pteridin yolaginin etkilesimde oldugu parametreler
arasinda anlaml bir iligki var mi1?

I1. Bu iligki, etiyolojisi tam olarak bilinmeyen bir hastalik olan pterjiumun olusum
mekanizmalarin1 aydinlatabilir mi?

I11. Neopterin gibi biyogostergeler pterjium kliniginde pratik olarak kullanilabilir mi?

Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi G6z Klinigi ile yapilan

isbirligi kapsaminda, gonillii olan saglikli ve pterjium hastasi bireylerin serum ve



gbzyas1 orneklerinde tez analizleri gerceklestirilmistir. Goniilliilerden toplanan serum
ve gOzyast Orneklerinde neopterin, triptofan ve kiniirenin diizeyleri belirlenmistir.
Serum ve gozyasindaki neopterin diizeyleri enzim bagli immiinosorbent analizi
(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) yontemi ile belirlenmistir. Serum
triptofan ve kiniirenin diizeyleri ise es zamanli olarak yiiksek basingli sivi
kromatografisi (high pressure liquid chromatography, HPLC) kullanilarak analiz
edilmistir. Olgiilen parametreler hem kendi normal degerleri icerisinde hem de
birbirleri ile olan iligkileri bakimindan degerlendirilmistir.

Pterjium, cerrahi tedavi sonrasi ¢ok fazla tekrar etmesiyle bilinen bir
hastaliktir. Bu durum cerrahi teknolojilerin ve saglik hizmetlerinin kalitesi ve
farkliligr ile ilgili olmasinin yani sira g¢evresel faktorlerin giiclii etkisiyle de
aciklanabilir. Bu arastirma ile hem pterjiumun patogenezi iizerine bir 151k tutulmus
hem de neopterin ile pterjium arasinda patolojik agidan bir iligki kurulmaya

calisilmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Pterjium
2.1.1. Tamim, Tarihce ve Genel Ozellikler

Pterjium, konjonktiva dokusunun goz kosesinden baslayarak kornea iizerine
dogru ilerledigi inflamatuvar, fibrovaskiiler ve dejeneratif bir hastaliktir. Binlerce
yildir hekimler tarafindan bilinen bu hastaligin yas1 yaklasik olarak ii¢ bin yildir.
Tarihte bilinen ilk gdz cerrahi Sushruta’min M.O. 1000 yilina ait kayitlarinda
pterjiumdan ve cerrahisinden bahsedilmektedir (3). M.O. 1300-1600 arasinda
yazilmig Misir papiriislerinde pterjiuma rastlanmaktadir (4). Hastaligin “pterjium”
adiyla anilmasi ilk kez 1985 yilinda Walton ile baglamistir (1). Yunancada “pter(o)-"
kanat (veya tily) anlamina gelmektedir. Hastalik, ilerleyen dokunun tiggenimsi kanat
goriiniimiinden dolayr adin1 “kii¢iik kanat” anlamina gelen “pterygion” sdzciliglinden
almigtir (5). Halk arasinda “kus kanad1” olarak da bilinmektedir.

Pterjium bas, boyun ve govde olarak adlandirilan ti¢ farkli béliimden olusur.
Bag kismi, kornea iizerinden Bowman membranina dogru yayilan, fibroblastlardan
meydana gelen diiz bir bolgedir. Boyun kismi, bas kisminin ardindan gelen, korneaya
sikica tutunmus olan vaskiiler bolgedir. Govde ise, altindaki dokudan kolaylikla
ayrilabilen ve hareket ettirilebilen bulbar konjonktiva boliimiidir (6). Pterjiumun

anatomik yapis1 Sekil 2.1.’de gosterilmistir.

Bas

Boyun

Govde

. _ L WENTY
Sekil 2.1. Pterjiumun anatomik yapist (7).
Pterjiumda genellikle nazal konjonktivadan g6z yiizeyine dogru konjonktiva
dokusunun biiyiidiigii gozlenmektedir. Temporal ya da her iki yonden de doku
ilerlemesi gozlenebilir (Sekil 2.2.). Tek bir gozde olabilecegi gibi her iki gdzde



birden olabilir. Iki ayr1 gézde asimetrik sekilde gelisim gosterebilir. Hastaligin erken
donemleri genellikle asemptomatik olarak seyretmekle birlikte goz kurulugu
meydana gelebilir. Pterjium ilerledik¢e gozde yanma, batma, iritasyon, inflamasyon,
sulanma ve kizariklik gibi semptomlarin yani1 sira goz ylizeyini kaplayan doku
nedeniyle astigmatizm, opasite bozuklugu ve kontrast duyarliliginda azalma
gozlenebilir (8). Astigmatizm arttik¢a goriis keskinligi azalmaktadir (9). Ayrica goz
sicakligr artabilir ve duyu kaybi yasanabilir (10, 11). En onemlisi goz tizerindeki
doku nedeniyle goriis alan1 kapanmakta ve gorme yetisi etkilenmektedir. Kornea
yiizeyini kaplayan doku, hastaligin siddetiyle birlikte ilerleyip biitiin g6z yiizeyini
kaplayabilir ve dokunun biiyiikligiine gore semptomlarin siddeti degisebilir (12).
Dokunun biiyiikliigii, kalinligi ve genel olarak hastaligin siddeti kisiler arasinda
farklilik gostermektedir. Yapisi itibariyle hastalarin 6zellikle estetik rahatsizlik

duydugu pterjiumda genellikle cerrahi yontemle goz ylizeyindeki doku alinmaktadir.

Pterjium inflamasyon, kontrolsiiz hiicre béliinmesi ve anjiyogenezin bir arada
gozlendigi bir hastaliktir. Sadece inflamatuvar bir hastalik olmadigi gibi kanser
olarak da tanimlanamamaktadir. Olusum mekanizmalarinin aydinlatilamamis olmasi
farkli tanimlamalara neden olmaktadir. Hastalik ile iliskisi oldugu diisiiniilen

faktorler ayrintili olarak “patogenez” basligr altinda incelenmistir.



2.1.2. Epidemiyoloji

“Hastaligin hangi insam bulacagimi bilmek, insanin hangi hastaliga
sahip oldugunu bilmekten ¢ok daha onemlidir.”
Hipokrat

Hastaliklar yas, cinsiyet ve genetik aktarim gibi bireyin biyolojik 6zelliklerine
bagli olmasinin yani sira, insanin toplumsal bir varlik olmasinin sonucu olarak igine
dogdugu ve biiyldiigii, yani kagcamadigi ¢evresel faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikabilir,
tetiklenebilir, tekrarlayabilir ve tedaviye yanitin farklili§i hastaligin seyrini
degistirebilir. Pterjium sik goriilen, genel popiilasyonda goriilme sikligt %5-10
arasinda degisen ve cevresel faktorlerin ¢ok etkili oldugu bir hastaliktir (14). Bu
nedenle literatiirde sik rastlanan bu patolojiye ait epidemiyolojik g¢alismalarda
cevresel Ozelliklerin etkisinin de biliylik oldugu goriilmektedir. Tez arastirmasi
kapsaminda yapilan pterjiuma ait literatiir taramasinda, ulasilan ¢aligmalarin genis
bir yelpazede oldugu goriilmiistiir.

Pterjium iizerine yapilan epidemiyolojik arastirmalarda yas, cinsiyet, cografi
konum, kirsal yasam, acik havada gegirilen zaman, tozlu ve kuru hava, mesleki
durum ve kisisel aligkanliklar gibi bir¢cok faktoriin hastaliga olan etkisi ve
aralarindaki iligki degerlendirilmistir (15-18). Bu faktorlerin hepsi birbirleri ile iligki
icerisindedir. Cografi bolge insanin icinde yasadigi cevre olarak her hastaligin
degerlendirilmesinde gdz oniinde bulundurulmalidir. Iklim kosullart pterjiumda
onemli bir rol oynamaktadir (19, 20). Insanlar yaslandik¢a meslek hastaliklarmin
ortaya cikma riski artmaktadir; ¢iinkii yillar boyunca ayni faktorlere maruz
kalmaktadirlar. Toplumun ataerkil/anaerkil yapis1 isboliimlerini etkilemekte ve
ingaat, ¢ift¢ilik gibi agik alan islerini yapan bireylerin cinsiyetlerini belirlemektedir.
Dolayisiyla yas, cinsiyet ve meslek hem birbirleriyle hem de pterjium olusumuyla
iliski icerisinde olan faktorlerdir (21-24).

Pterjium epidemiyolojisinde iizerinde en fazla durulan, en 6nemli hususlar

asagida agiklanmaktadir.



Cografi Bolge

Ekvator bolgesi gibi ultraviyole (UV) isinlara uzun siire ve yogun miktarda
maruz kalan bolgelerde hastaligin  goriilme sikligimin  daha fazla oldugu
bilinmektedir. Ekvator’un yaklasik 40° kuzey ve 40° giiney enlemleri arasinda kalan
ve pterjium sikliginin  yiiksek oldugu bolge “pterjium kemeri” olarak
adlandirilmaktadir (25). Pterjium kemerinde hastaligin goriilme sikligi yaklasik
olarak %22 iken diger bolgelerde bu oran genellikle %2’yi asmamaktadir (13, 26).

Ekvatordan uzak olmasina ragmen yiiksek bolgelerde yasayan insanlarda da
pterjiumun sikliginin yiiksek oldugu bildirilmektedir (19, 27, 28). Atmosferin daha
ince oldugu Ekvator bolgesinde UV isinlarin absorpsiyonu daha azdir. Dolayisiyla
Diinya’ya ulasan zararli UV 1sinlarin miktar1 daha fazladir. Yiiksek rakimlarda da
benzer sekilde atmosfer inceldigi i¢in UV 1sinlar daha yogun olarak yeryiiziine
ulagsmaktadir. Her 1000 metrede UV 1s1n yogunlugunun %10-12 oraninda arttii
bilinmektedir (29).

Norn (30), Gronland’da yaptigi ¢alismada Ekvator’dan uzak (yaklagik 60°
enleminde) fakat yiiksek yerlerde yasayan Eskimo topluluklarinda pterjium goriilme
oraninin genel popiilasyona gore yiikksek oldugunu tespit etmistir (%8,6). Bu
durumun buzul iklimde UV 1sinlarin yansimasi ile ilgili oldugu diistiniilmektedir.

Nepal’de yapilan bir c¢aligmada farkli yiiksekliklerde yasayan yerel
topluluklarda pterjium goriilme sikligi arastirilmistir. Yiikseklik arttikca hastalik
prevalansinin anlamh sekilde arttig1 bildirilmistir. 1400, 2710, 2900, 3500 ve 3800
metrelerde yasayan insanlarda pterjium goriilme oranlari sirasiyla %20,7; %28,8;
%56,6; %65,8 ve %65,8 olarak tespit edilmistir. Yiiksek rakimda yasam siiresinin
pterjiuma etkisi incelendiginde 20 yildan az siiredir yliksek rakimda yasayan
bireylerde pterjium gozlenme oran1 %36,1 iken 20 yil ve daha uzun siiredir yiiksek
rakimda yasayanlarda bu oran %40,3 olarak bulunmustur (31).

Benzer sonuglar Lu ve ark. (27) tarafindan Cin’in Henan Ozerk Bolgesi’nde
yerli Mogol halki ile yapilan bir g¢alismada gosterilmistir. Burasi yiiksek rakima
sahip, yillik ortalama sicakligi -3°C olan bir bolgedir. Halk gogebe yasadigi igin
giinde yaklasik 6-9 saatlerini agik havada geg¢irmektedir ve popililasyonunun

%17,9’unda pterjium gozlenmistir.



Cinsiyet

Pterjiumun  goriilme sikliginda cinsiyete gore anlamli  bir iligki
bulunmamaktadir. Lu ve ark. (19) tarafindan Tibet’te yapilan bir arastirmada
pterjlumun goriilme sikligr kadinlarda erkeklere gore daha fazla bulunmustur
(swrastyla %16,6 ve %12,8). Bu bolgede anaerkil bir yasayis seklinin olmasinin ve
kadinlarin agik havada yapilan islerde etkin rol oynamasinin boyle bir farkliliga
neden oldugu belirtilmistir. Zhong ve ark. (32), cift¢ilik gibi ge¢im kaynaklarinda
calisanlarin daha ¢ok kadinlar oldugu Cin’in batisinda yasayan bazi anaerkil etnik
gruplarda da benzer sonuglar elde etmislerdir.

Liu ve ark. (33) ise pterjium sikligini erkeklerde %14,5; kadinlarda %13,6
olarak bildirmistir. Erkeklerde pterjium prevalansini daha yiiksek bulundugu baska
caligmalar da vardir (22, 34, 35). Baz1 ¢alismalarda ise cinsiyetler arasinda anlaml
bir fark bulunamamaistir (36).

Cinsiyete dayali bir hastalik degerlendirmesi yapmaya ¢alisan arastirmalarda
toplumun sosyoekonomik durumu goz ardi edilmemelidir. Yukarida belirtilen
calismalarin birbirleri ile tutarsiz goriinen sonuglarinda cinsiyete dayali isboliimii
farklilagsmasinin etkisi biiytiktiir. Kirsal yasam alanlarinda ve bu bolgelerde yapilan
cifteilik ve hayvancilik gibi agik hava islerinde giines 15181, riizgar ve tozlu hava gibi
pterjiumu tetikleyen bir¢ok kosul bulunmaktadir. Dolayisiyla bu kosullara daha ¢ok

maruz kalan kadin veya erkek hastaliga kars1 daha duyarli hale gelmektedir.
Yas

Pterjium ile yas arasindaki iliskiyi ifade eden ¢alismalarin sonuglar farklilik
gostermektedir. Liu ve ark. (33) tarafindan, yas ilerledik¢e pterjium goriilme
sikliginin arttig1; bu oranin 40-49 yaslarinda %11, 50-59 yas aras1 %15,6 ve 60-69
yaslar1 arasinda %20,1 oldugu bildirilmistir. Singapur’da yapilan bir calismada 40
yas Uzerinde pterjium prevalanst %6,9 bulunurken (35), Avustralya’nin
gineydogusunda 49 yas tlizerinde %7,3 (34) ve Avustralya’nin kuzeybatisinda

Aborjinler arasinda 30 yas tizerinde %44 olarak bulunmustur (37).



Meslek

Acgik havada/dis ortamda ¢aligan insanlarda pterjium daha sik gozlenmektedir.
Toz, rizgar, kuru ve sicak hava gibi kosullarin bu durumu etkiledigi
distiniilmektedir. Ciftgiler, balik¢ilar, denizciler, marangozlar, kaynak, insaat ve
gemi iscileri en riskli meslek gruplarina 6rnek olarak verilebilir.

Pterjium kusagi denilen bolgede bulunan Urdiin’de yapilan bir calismada
ingaat isgileri, taksi soforleri gibi agik hava mesleklerinde ¢alisan kisilerde pterjium
goriilme orani ofis ¢alisanlar1 gibi kapali alanlarda ¢alisan kisilere gore yaklasik 6 kat
daha fazla bulunmustur. Bu oranin giinde 1 saat ve lizerinde giinese maruz kalan
kisilerde, daha az siire maruz kalanlara gore 4,5 kat daha fazla oldugu tespit
edilmistir (38).

Tan ve ark. (36) tarafindan Endonezya’da yapilan bir ¢aligmada pterjium
oran1 yiikksek bulunmustur. Bunun nedeni bolgedeki temel gecim kaynaginin
balik¢ilik olmasi ile iligkilidir. Calismanin yiiriitildiigii adada insanlar giinesin
altinda saatler boyunca balik¢ilik yapmaktadirlar. Endonezya’nin farkli bir
bolgesinde yapilan baska bir ¢alismada ise son 10 yildir agik havada giinde 5 saat ve
lizeri caliganlarda pterjium gozlenme orani genel popiilasyona gore daha fazla
bulunmustur (39).

Lin ve ark. (20)’nin Hawaii’de yaptig1 bir ¢alismada sorf ve pterjium
arasindaki iligski arastirilmistir. Pterjiumun “sorf¢li hastaligi” olarak anilacak kadar
yaygin goriilen bir hastalik oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeni sorf yapan
kisilerin uzun saatler boyunca yogun bir sekilde giines, riizgar ve partikiil

iritasyonuna maruz kalmalaridir.
Diger Etmenler

Pterjium epidemiyolojisinde etkili olan en Onemli konular yukarida
anlatilmistir. Bunlarin diginda pterjium goriilme sikliginda etkisi oldugu diistiniilen
baska etmenleri de inceleyen ¢alismalar bulunmaktadir.

Luthra ve ark. (15) tarafindan gerceklestirilen inlii Barbados Goz
Arastirmasi’nda siyah irkta gdzlenen pterjium sikliginin beyaz irka gore yaklasik 3
kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Zhong ve ark. (32), Cin’de yaptiklar1 arastirmada

farkli etnik kokenlerde pterjium sikliginin degistigini ifade etmislerdir. Genis



kapsamli benzer baska bir ¢alismada ise ten ve sa¢ rengi koyulugu ile pterjium
arasinda anlamli bir iligki bulunmustur (34).

Her hastalikta oldugu gibi pterjiumda da sosyoekonomik kosullar egitim
diizeyi ile sik1 bir iliski i¢indedir. Egitim diizeyinin diisiikliigii ile pterjium arasinda
anlamli bir iligki oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (27).

Pterjium epidemiyolojisi lizerine yapilan ¢aligmalarin bir 6zeti Tablo 2.1.’de

gosterilmektedir.
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2.1.3. Patogenez

Pterjium {iizerine yapilan calismalar genellikle pterjiumun klinik ve cerrahi
tedavisi lizerinde yogunlagmistir. Patogenez, henliz tam olarak aydinlatilamamakla
birlikte temel olarak pterjium olusumunun iki basamakli bir siire¢ oldugu ifade
edilmektedir. Baslangic basamaginda limbal korneal-konjonktival epitelyal bariyer
bozulmaya baslamaktadir. Ikinci basamakta ise inflamasyon, hizli hiicre bdliinmesi,
bag dokusunun yeniden sekillenmesi ve anjiyogenez ile karakterize bir
“konjonktivalizasyon” gézlenmektedir (55, 56).

Elde edilen verilere gore pterjium patogenezinde UV isinlar, oksidatif stres,
neoplastik, immiinolojik ve inflamatuvar degisiklikler gibi farkli mekanizmalar gérev
almaktadir. Birgok dejeneratif hastalikta oldugu gibi biitin bu mekanizmalar
birbiriyle iliski igerisindedir ve baslatict “ilk adimi1” tespit etmek zordur. UV 1sinlar
oksidatif strese neden olarak deoksiribo niikleik asit (DNA) hasarina neden olabilir;
UV isinlarin etkisiyle p53 geni mutasyona ugrayabilir ya da var olan gen mutasyonu
sonras1t UV 1s1n gibi bir tetikleyici yoluyla hastalik ortaya ¢ikabilir. Benzer sekilde
immiinolojik mekanizmalarda var olan bir bozukluk nedeniyle hiicre proliferasyonu
tetiklenerek pterjium meydana gelebilir (57, 58). Pterjium patogenezinde iizerinde

fazlaca durulan etmenler asagida agiklanmaktadir.
Ultraviyole (UV) Isin

Insanlarin yasadiklar1 cografya, calistiklari isin tiirii, giin icindeki calisma
saatleri, hayat boyu caligma siiresi, ¢alisma mevsimi, kullandiklari giysiler ve
bireysel pigmentasyon miktarlart maruz kaldiklart glines 15181 miktarim
degistirmektedir. Giines’ten yayilan UV isinlar dalga boylarina gére UV-A (400-315
nm), UV-B (315-280 nm) ve UV-C (<280 nm) olarak siniflandirilmaktadir. Atmosfer
tabakasi UV-C isinlarin tamammi ve UV-B isinlarin %90’ absorbe ederek
tutmaktadir. UV-A 1gmlart ise absorbe olmadan ve neredeyse hi¢ degismeden
yeryliziine ulagsmaktadir (59).

Ultraviyole-A 1smlar1 UV-B 1sinlarina gore deriye daha fazla penetre
olmalarma ragmen kirisiklik ve lekelenme gibi daha zararsiz etkilere neden
olmaktadir. UV-B iginlar1 ise DNA hasarina neden olmaktadir (59). UV isinlar

dogrudan DNA iizerinde fototoksik etkiler gostererek ve oksidatif strese neden
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olarak pterjium olusumunda rol oynayan mediyatorlerin artisina neden olmaktadir
(60).

300 nm dalga boyunun altindaki 1sinlar kornea tarafindan yliksek miktarda
absorbe edilmektedirler. Bu nedenle UV-B ismlarin  konjonktiva dokusunda
kalinlagma ve hiperplazi gibi korneal degisikliklerden sorumlu olduklar
distiniilmektedir (61, 62). Giines 1sinlarina uzun siire ve yogun bir sekilde maruz
kalma sonucu agiga ¢ikan bazi goz hastaliklarina pinguekula, kornea ve

konjonktivada skuaméz hiicreli karsinom ve solar keratoz 6rnek olarak verilebilir.
p53 Tiimor Baskilayic1 Gen

Pterjium proliferasyon, kornea invazyonu, anjiyogenez ve inflamasyon ile
karakterize ve cerrahi tedavi sonrasi siklikla tekrar eden bir hastaliktir. Tiimorle ortak
olan bitiin bu Ozellikler, pterjiumun neoplastik bir hastalik oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu nedenle pterjium patogenezinde iizerinde durulan en 6nemli
konulardan biri p53 tiimor baskilayict gendir.

p53 geninin gorevi hiicre dongiisiinii kontrol etmek ve tiimor olusumunu
engellemektir. Bu gen, DNA mutasyonlar1 gerceklestigi zaman proliferasyonu
engelleyen ve hiicre apopitozunu tetikleyen bir kontrol noktasi olarak islev
gostermektedir. p53 geninde meydana gelen mutasyonlar kanser olusum
mekanizmalarindan biridir. Dokularda p53 tiimér baskilayici gen aktivasyonunun
artmasi malign tiimorler ve apopitoz ile ilgilidir (63). Yapilan gesitli aragtirmalarda
p53 gen ekspresyonunda artis ya da meydana gelen bir mutasyon ile pterjium
arasinda bir iliski oldugu ifade edilmektedir. Baz1 ¢aligsmalarda pterjium dokusunda
p53 geninin ekspresyonunda artis gézlenmesine ragmen, bazi arastirmalarda anlaml
bir artts bulunamamis ya da ekspresyondaki artis kanser dis1 direng
mekanizmalariyla agiklanmistir (64-67). p53 geninde mutasyon tespit edilse dahi p53
proteini ekspresyonuyla anlamli bir iliski kurulamayan calismalar vardir (68). Bu
durum dogrudan bir kanser tanimlamasi yapmaya izin vermese de pterjiumun timor
benzeri bir patolojiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Dolayisiyla pterjium
neoplazi benzeri bir biiyiime bozuklugu olmasina ragmen metastatik tiimor olarak

kabul edilmemektedir.
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Oksidatif Stres

Gozde UV 1smlarin etkisiyle oksidatif stres olustugu ve olusan oksidatif
stresin pterjium olusumunu tetikleyebilecegi diistiniilmektedir. Oksidatif stres, reaktif
oksijen ve nitrojen tiirevlerinin artisina yol agarak DNA hasari, lipid peroksidasyon
ve protein yapisinda degisikliklere neden olmaktadir; bu mekanizmanin lokal olarak
goz(ler)de meydana gelmesi olasidir (69). 8-hidroksideoksiguanozin gibi oksidatif
DNA hasarini gosteren bilesikler pterjium dokusunda tespit edilmistir. 8-oksoguanin
glikosilaz 1 (OGG1) enzimi de bu bilesigi metabolize etmektedir ve aynmi sekilde
pterjium dokusunda yiiksek oranda saptanmustir (57, 70).

Oksidatif stres sadece UV 1sinlarin etkisiyle degil baska bir¢ok nedenle ortaya
c¢ikabilir. Pterjium gibi dejeneratif bir hastalig1 oksidatif stresten ayr1 bir siire¢ olarak
diisinmek yanhstir. Bu nedenle pterjium hem oksidatif stresin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikabilir hem de baska mekanizmalarla meydana gelip dogast geregi viicutta
sistemik ve lokal olarak bir oksidatif strese neden olabilir. Bu ikisinin birlikte
karsiliklh bir iliski icerisinde meydana geldigini diisiiniirsek, pterjium ic¢in oksidatif
stresin etkisini neden veya sonug olarak kesin ve tek bir yanit seklinde sunmak yanlis

olacaktir.
Immiinolojik ve Inflamatuvar Mekanizmalar

Pterjium patogenezinde goreceli olarak lizerinde daha az durulan konular
inflamatuvar ve immiinolojik mekanizmalardir. Ozellikle UV 1gmlara maruziyet
sonras1 kemokin, sitokin ve biiylime faktorleri salinarak konjonktivaya inflamatuvar
hiicre akis1 ve vaskiilerizasyon gergeklesmektedir. Pterjiumda UV 151 maruziyetini
takiben interlokin (IL)-6, IL-8, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve
timor nekroze edici faktor-alfa (TNF-0) diizeylerinde artis gézlenmistir (71, 72).
Diger inflamatuvar sitokinleri ve matriks metalloproteinazlart tetikleyen
siklooksijenaz (COX)-II diizeylerinde artis oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur.
Bunun yani sira hiicresel sinyal iletiminde rol oynayan bazi molekiillerin de benzer
sekilde arttigin1 gosteren galismalar da vardir (73-75).

Mekanizmasi ve nedeni tam olarak anlasilamamis olsa da immiin Sistemin
pterjium patogenezi ile iligskisi oldugu diisiiniilmektedir. Vaskiiler hiicre adezyon
molekiili-1 (VCAM-1), interseliiler adezyon molekiili-1 (ICAM-1) ve insan 16kosit
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antijeni (HLA)-DR gibi immiinolojik aktiviteyi gosteren biyogostergelerin
diizeylerinin pterjiumda arttigini bildirilmistir (76). Pterjium dokusunda mast
hiicreleri, lenfositler, plazma hiicreleri, dendritik hiicreler, CD4+ ve CD8+ T-
hiicrelerinde artis oldugu gosterilmistir (76, 77).

Mevcut veriler degerlendirildiginde, immiinolojik ve inflamatuvar
mekanizmalarin pterjium patogenezindeki rolleri patogenezi aydinlatmaya yetmese
de bu mekanizmalarin pterjium olustuktan sonra aktif rol oynadiklar
diisiiniilmektedir. Immiinolojik ve inflamatuvar parametrelerin hiicre proliferasyonu
veya anjiyogeneze belirgin bir katkisi yoktur; ama bu patolojilerin sonucu olarak
tetiklenmis olabilirler. Immiinolojik ve inflamatuvar degisiklikler birincil mekanizma

olmasalar da ikincil olarak pterjiuma neden olabilirler (78).
2.1.4. Risk Faktorleri

Pterjium olusumunda risk faktorleri arasinda viral enfeksiyonlar, pinguekula
ve genetik faktorler sayilmaktadir. Bu belirtilen faktorlerin kisiyi pterjiuma daha
yatkin hale getirdigi distinilmektedir. Bunlar hem bireysel hem de c¢evresel
etmenlerdir ve hastaligin patogenezinde agiklanan mekanizmalarla birlikte

degerlendirilmeleri daha dogru bir bakis agis1 sunacaktir.
Viral Enfeksiyonlar

Viriisler, hiicre proliferasyonunu tetikleyerek ya da DNA mutasyonlarina
neden olarak tiimor olusumuna yol agabilirler. Pterjium ile insan papilloma viriisii
(human papilomavirus, HPV) ve herpes simplex viriisleri arasinda bir iligki oldugu
ifade edilmektedir (79). HPV deride ve konjonktiva gibi mukoz membranlarda
enfeksiyonlara neden olmaktadir. HPV’nin 80’den fazla tanimlanmis tipi vardir ve
bazilar1 neoplazi ile iligkilidir. Yapilan bazi ¢alismalarda HPV ve herpes simplex
viris DNA’larinin normal konjonktiva dokusunda bulunmazlarken pterjium
dokusunda bulunduklari belirlenmistir (80, 81). Bazi ¢alismalarda ise pterjium
dokusunda bu viriisler tespit edilememis veya anlamli bir iligski kurulamamustir (82).

Otlu ve ark. (79), yaptiklar1 ¢alismada pterjium dokusunda HPV tespit
edemezken bagka bir onkogenik viriis olan Epstein-Barr virlisiinin (EBV)

bulundugunu bildirmislerdir.
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Biitiin bu arastirmalar degerlendirildiginde pterjium ile viral enfeksiyonlar
arasindaki iliskinin tartismali oldugu sdylenebilir. Viriislerin pterjiumda oynadiklar
rol ve etki mekanizmalar1 belirsizdir. Pterjium dokusunda tespit edilen virlislerin
dogrudan pterjiuma neden olmasalar da hastaliga karst yatkinligi/hassasiyeti
arttirdiklar1  distinilmektedir. HPV, herpes simplex ve EBV gibi viriislerin
pterjiumda oynadiklari rol aydinlatilarak tedavide antiviral ilaglar ya da as1 gibi farkl

yontemlerle korunmaya iliskin yaklasimlarin 6nii agilabilecektir.
Pinguekula

Kronik goz yiizeyi bozukluklar1 ve gilines 15181 ile iliskili géz hastaliklar
pterjium i¢in bir risk faktorii olusturmaktadirlar. Pinguekula, giines 1sinlarina yogun
miktarda maruziyet sonucu goz yiizeyinde ortaya cikan, epitelyal farklilagmanin
gozlendigi nodiiler bir bozukluktur (83). Pinguekula, pterjium gibi biiylime ve
yayilma ozellikleri gostermese de ilerleyerek pterjiuma doniisebilir ve pterjium igin
bir baslangi¢c basamagi olusturabilir. Kiside pinguekula goriilmesi pterjium igin bir

risk faktorii olarak kabul edilmektedir (34, 84, 85).
Genetik Faktorler

Genetik faktorler birgok hastalikta oldugu gibi pterjlumda da Onemlidir.
Pterjiumun genetik aktarim oOzellikleri ile ilgili arastirmalar yapilsa da anlamli bir
veri elde edilememistir. Bloom ve ark. (86) tarafindan sunulan olgu raporunda,
pterjium hastas1 ikizler incelenerek pterjlumda genetik yatkinhigin Gnemi
vurgulanmustir. Yesil gozli insanlarin kahverengi gozlii olanlara gore daha c¢ok risk
altinda bulunduklar bile belirtilmekle birlikte bu kanitlanmis bir sav degildir (14).

Belirli bir cografi bolgede yasayan insanlar ile yapilan ¢aligmalarda anlaml
bulunan sonuglar, pterjiumun genetik olarak belirli bir ik veya toplumda
gozlenmesinden ziyade bir toplulugun benzer ¢evre kosullarinda yasamasi ve benzer
faktorlerden etkilenmesi ile ilgilidir. Pterjiumda cografi bolge, iklim ve meslek
hayati gibi gevresel faktorlerin etkisi her zaman goz 6niinde bulundurulmalhidir (14,

86).
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2.1.5. Tedavi

Tarihsel olarak ¢ok dnceden goriilen bir hastalik olmasi sebebiyle, ¢cok eski
kaynaklarda pterjium tedavisine iliskin tedavilere ulasmak mimkiindiir. Bu
kaynaklarda donemin kosullarina uygun olarak geleneksel ilaglardan ve cerrahi
tekniklerden bahsedilmektedir. Eski Hint tibbinda rhemania (Cin yiiksiik otu), akebia
(bes bardak, cikolata sarmasigl), meyan ve ginseng gibi bitkilerle pterjium
vaskiilerizasyonunu durdurmaya yonelik tedaviler anlatilmaktadir. Kilikyali
Dioscorides akasya zamki, pterjiumu ovalamak i¢in miirekkep baligi kabugunun
tozu, sirke, aloe ekstresi ve dokuyu eritmek i¢in sofra tuzu (sodyum kloriir) gibi
maddelerle tedavi uyguladigini anlatmigtir. Celsus, pterjiumun baslangi¢ asamasinda
ilaglarla tedaviyi Onerirken, ilerlemis ve kalin bir doku wvarsa cerrahi olarak
uzaklastirllmas1 gerektigini anlatmaktadir. Ameliyat sirasinda hastanin uygun
pozisyona getirilmesinden baslayarak ayrintili bir sekilde uygulanmasi gereken
islemlerden bahsetmektedir. Pterjium dokusun bir kanca ile kaldirilip iple baglandigi
ve bicakla kesilerek uzaklastirildig: anlatilmaktadir. Paullus, ayni1 kesme isleminden
once at kili kullanmistir. Ali Ibn, cerrahi islemin yam sira bakir ve amonyum tuzu
gibi astrenjan ajanlarla tedavi 6nermektedir (87-89).

Gliniimliz pterjium tedavisinde, hastalarin yakinmalarmi gidermek ig¢in
semptomlar1 azaltmaya yonelik ilaglar, doku biiylimesini inhibe eden ajanlar ve
dokunun uzaklastirildig1 cerrahi girisimler uygulanmaktadir. Bu tedaviler, genellikle

bir arada uygulanarak pterjium tedavisinde verimin iyilestirilmesine ¢aligilmaktadir.
Semptomatik Tedavi

Semptomatik tedavide asil hedef hastanin yakinmalarini ortadan kaldirarak
giinliik hayatin1 kolaylikla devam ettirebilmesini saglamaktir. Pterjiumda gozlerde
meydana gelen yanma, batma, iritasyon, kizariklik, sislik, kuruma ya da sulanma gibi
semptomlar1 azaltmaya yonelik olarak non-steroidal antiinflamatuvar ilaglar
(NSAII), kortikosteroidler ve lubrikanlar kullanilmaktadir (90). NSAIl ve
kortikosteroidler ile basta inflamasyon olmak iizere birgok belirti giderilmektedir.
Lubrikan g6z damlalar ile hastanin goziinde hissettigi rahatsizlik hissi azaltilmaya

calisilmaktadir. Ozellikle hastaligin ilk asamalarinda baska bir tedaviye baslamadan
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sadece semptomatik ilaclar kullanilmakta ve gilines gozIliigii kullanim1 gibi koruyucu

onlemler 6nerilmektedir (91).
Cerrahi Tedavi

Pterjium tedavisindeki en radikal yontem kornea iizerindeki dokunun cerrahi
olarak cikartilmasidir. Dokunun biiyiikliigii, vaskiilerizasyonu ve yayilimina bagl
olarak hastanin goérme alani kapanmigsa, ciddi astigmatizm olusmussa, g6z
hareketlerinde kisitlanma varsa ve siddetli estetik endiseler bulunuyorsa cerrahi islem
ile pterjiumun ortadan kaldirilmas: diistintilmektedir (88).

Sekil 2.1.’de gosterildigi lizere pterjium bas, boyun ve gévde boliimlerinden
olusmaktadir. Pterjiumun korneaya dogru ilerledigi kismi bas bolimidiir ve cerrahi
bicak ile kesilerek cerrahi miidahale ile alinan yerdir. Gévde kismi gorece kolay
hareket ettirilebilen bolgedir. Govde ve boyun kisimlar1 cerrahi bigakla kaldirildiktan
sonra bas kismi kesilerek ¢ikartilmaktadir (92). Cerrahi miidahale, dikkat ve
deneyim gerektiren bir islemdir. Ciinkii pterjium dokusunun nerede basladigi ve
normal konjonktiva dokusunun nerede bittigi kesin sinirlarla belli degildir.

Pterjium tedavisinde kullanilan bir¢ok cerrahi yontem vardir. Bu yontemler
sunlardir: ¢iplak sklera yontemi, primer kapatma, konjonktival otogreft, limbal
konjonktival otogreft, konjonktival flep ve amniyotik membran greft (88, 93).
Kullanilan birgok yontem olmasina ragmen iizerinde evrensel olarak goriis birligine
varilmig tek bir yontem yoktur. Ancak, bunlar arasinda en ¢ok kabul goren ve tercih
edilen cerrahi yontem konjonktival otogreft yontemidir. Sekil 2.3.’te gosterilen
konjonktival otogreft yontemi ilk defa Kenyon ve ark. (94) tarafindan 1985°te
tanimlanmistir. Bu yontemde pterjium dokusunun ¢ikartildigi yere konjonktivadan
alinan bir doku parcasi1 aktarilmaktadir.

Konjonktival otogreft yonteminin diger yontemlere gore daha cok tercih
edilmesinin nedeni tedavideki ana hedefleri daha iyi karsilayarak daha uzun stireli
etkinlige sahip olmasidir. Bu hedefler niiks etme oraninin ¢ok az olmasi, en az

komplikasyon ve estetik goriiniim basarisidir (95).
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Sekil 2.3. Konjonktival otogreft yontemi (88).

Konjonktival otogreft yonteminde dikis veya fibrin yapistiricilar
kullanilmaktadir. Dikis kullanilmasi cerrahi tedavi sonrasi hastalarda rahatsizlik
yatabilmekte, kronik inflamasyona ve graniilom olusumuna neden olmaktadir. Bu
nedenle ameliyat sonrasi inflamasyonu azaltmak, iyilesmeyi hizlandirmak ve
hastanin daha rahat etmesini saglamak i¢in dikis yerine fibrin doku yapistiricilar

tercih edilmektedir (96).
Adjuvan Tedavi

Adjuvan tedavi, asil tedaviye yardimci olmak ve hastaligin niiks etmesini
engellemek amaciyla uygulanmaktadir. Bu amagla mitomisin C, 5-florourasil ve
thiotepa gibi antineoplastik ajanlarin yam1 sira ranibizumab (immiin ajan) ve
bevacizumab (monoklonal antikor) gibi ilaglar ve radyoterapi (B-isinlari)
kullanilmaktadir. Bunlarin genel 6zellikleri cerrahi olarak ¢ikartilan dokunun yerinde

tekrar hiicre proliferasyonunu engellemektir (97).
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Sitotoksik aktivitesi bulunan mitomisin C, cerrahi islem sirasinda ve
sonrasinda kullanilmaktadir (98). B-igsinlar1 ise sadece cerrahi islem sonrasinda
kullanilmaktadir. G6ziin dis katmanlar1 tarafindan tutulan, orta derecede penetrasyon
Ozelligi bulunan B-1sinlar, mitomisin ve thiotepa gibi fibroblast aktivitesini inhibe
etmek ve boylelikle yara dokusunda hiicre proliferasyonunu engellemek amaciyla
tercih edilmektedir (99). 5-florourasil, DNA sentezini inhibe eden pirimidin analogu
bir bilesiktir. Fibroblastlarin tutunmasini1 ve gociinii engelleyerek hiicre ¢ogalmasina
hizli bir sekilde etki etmektedir. Pterjlumun niiks oranmi azalttigi kanitlanmis
giivenli ve etkili bir ilagtir (100). Bevacizumab ise endotelyal hiicrelerin VEGF
tarafindan indiikklenmis proliferasyonunu engellemek igin kullanilan monoklonal

antikor bir bilesiktir (101).
2.1.6. Pterjiumun Niiks Etmesi

Bir tedavinin basaris1 lgiiliirken hasta izlemi ¢ok 6nemlidir. Ozellikle cerrahi
tedavi uygulamalar1 sonrasinda hasta takibi yapilarak yOntemin basarisi
degerlendirilmektedir. Pterjiumun cerrahi tedavi sonrasi yapilan degerlendirmelerde
en ¢ok karsilagilan sorun, hastaligin siklikla niiks etmesidir (102-104). Kornea
yiizeyinden kesilerek c¢ikartilan dokunun yerinde genellikle tekrar epitelizasyon
gozlenmekte ve skar dokusunun olustugu yerde yeniden pterjium olusmaktadir. Buna
bagli olarak post-operatif semptomlarla birlikte yeni bir pterjiumun Ssemptomlari
birlikte gdzlenebilmektedir.

“Pterjium dokusu ¢ikartildiktan sonra neden tekrar olugmaktadir?” sorusuna
verilen yanitlar agagida belirtilmektedir.

I. Cerrahi islem sirasinda dokunun iy1 bir sekilde ortadan kaldirilamamasi
nedeniyle yeniden hiicre proliferasyonu gergeklesmektedir.

II. Cerrahi travmaya bagl olarak fibroblastlarin aktivasyonu ve buna bagh
olarak hiicre proliferasyonu ger¢eklesmektedir.

Yapilan caligmalara gore dncelikle segilen yontemin tiirii dogrudan niiks etme
oranlarimi etkilemektedir (93, 105). En iyi cerrahi yontem konusunda bir goriis birligi
olmasa da sik niiks etme 6zelliklerinden dolay1 ¢iplak sklera ve primer konjonktival
kapatma gibi yontemler daha az tercih edilmektedir (95, 102). Hekimlerin hasta

refah1 agisindan en ¢ok tercih ettikleri yontem konjonktival otogreft yontemidir.
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Bununla birlikte adjuvan tedavi ve semptomlara yonelik ilag tedavisi de birlikte
uygulanmaktadir.

Hastanin yasmin kiiciik olmasi ve pterjlum dokusunun kalinlig1r gibi
faktorlerin niiks etme riskini arttirdigi sOylense de bunlarin etkisi tartismalidir ve
kanitlanmis degildir (106). Bazi ¢alismalarda ise cerrahi islem sirasinda kullanilan
yardimc1 malzemelerin niiks etme ile iliskisi oldugu ifade edilmektedir. Geleneksel
dikis yerine fibrin doku yapistiricilar1 kullanmanin cerrahi sonrasi niiks etme
oranlarini azalttig bildirilmistir (105, 107).

Hastalikla ilgili bilinmeyenlerin ¢ok olmasi, Cerrahi sonrasi hasta bakimi ve
bu bakimin standardizasyonu konusundaki eksiklikler klinikte biyogdstergelerin

kullaniminin yayginlastirilmasi gerektigini bir kez daha hatirlatmaktadir.
2.2. Gozyasi
2.2.1. Genel Ozellikleri ve Fizyolojik Onemi

Gozyasi, lakrimal bezden salinan biyolojik bir sividir. Gz yiizeyini kaplayan
gOzyas1 tabakasi hem 15181n piiriizsiiz bir yoldan gbze girmesini saglamakta hem de
mekanik ve antimikrobiyal bir bariyer islevi gostererek g6z immiinitesinde rol
oynamaktadir. Igeriginde su, elektrolit, peptid, glikoprotein ve musin bulunmaktadir.
Ayrica antioksidan bir igerige de sahiptir. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
(GSH), askorbik asit, iirik asit, sistein ve tirozin gibi antioksidan bilesikleri de
yapisinda bulundurmaktadir (108). Gozyast pH degeri kanda oldugu gibi 7,4 ve
ozmolaritesi de seruma benzer sekilde 298 mOsm/1’dir (2).

Gozyast, farkli tabakalardan olusan bir film yapisindadir. Sekil 2.4.°te
gosterildigi gibi bu tabakalar korneadan baslamak iizere musin, akdz ve lipid
tabakalardir. En dista bulunan lipid tabakasi piiriizsliz, kaygan bir dig ylizey
saglamakta ve gozyasinin buharlagmasini geciktirmektedir. Akoz tabaka sudan
olugmaktadir ve gbzyasimnin bir film seklinde goz ylizeyinde yayilmasini
saglamaktadir. En igteki musin tabaka ise gozyas: filminin korneaya tutunmasina

yardimci olmaktadir (109, 110).
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gbzyasi filmi

lipid tabaka

musin tabaka
akoz tabaka

Sekil 2.4. Gozyasi filminin tabakalar1 (111).

2.2.2. Analiz Ornegi Olarak Kullamlmasi

Tez caligmasinda analiz O6rnegi olarak kullanilan gozyasi, biyolojik Ornek
olarak az tercih edilen, kiymetli bir materyaldir. Ciinkii kan ve idrar gibi sik
kullanilan biyolojik 6rneklerin aksine, bireylerden alinabilecek miktar fazla degildir.
Ancak, katilimcilardan gozyasi 6rnegi toplamak, akdz veya vitrdz sivi Ornegi
toplamak gibi zor bir islem degildir. Ornek alman bireyler icin daha kolay ve

sikintisizdir; hasta refahina uygundur.
2.2.3. Pterjiumda Gozyasi

Pterjiumda gozyasinda meydana gelen en Onemli degisiklikler gdzyasi
salgisinin  azalmast  ve g6z  kurulugudur (112). Go6z  kurulugunun
degerlendirilmesinde kullanilan bir parametre olan gozyasi filmi kirilma siiresinde
(tear break up time, TBUT) azalma oldugu bildirilmektedir (113). Pterjiumda
gdzyas1 ozmolaritesinin arttigi ve kristalizasyon 6zelliginin azaldigi bildirilmistir
(114).

Bunlarin yani sira, gozyasi film tabakasinin dagiliminda bozukluklar
gozlenmektedir. Saglikli bir gézde homojen dagilim gosteren gozyast filmi,
pterjiumda heterojen olarak dagilmaktadir. Gozyasi, pterjiumun bas kisminda
birikme egilimindedir. Bu durum gozyasinin goz yiizeyinde dengesiz toplanmasina
ve dagilmasmma neden olmaktadir. Gozyast filminin topografik 6zelliklerinde

meydana gelen degisiklikler korneal diizlesmeye neden olmakta ve astigmatizmay1
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arttirmaktadir. Kornea seklinin bozulmasinin baska bir nedeni, pterjium dokusundaki
kontraktil elementlerin meydana getirdigi ¢ekis kuvvetinin korneayr mekanik olarak
deforme etmesi olabilir (115, 116).

2.3. Pteridinler

Wohler ve Hlasiwetz, 1857 yilinda ayri ayr yaptiklart ¢aligmalarinda, tirik
asidin suda 100°C iizerinde uzun siire 1sitildig1 zaman sari bilesikler olusturdugunu
bildirmislerdir. Yaklasik 30 yil sonra Hopkins (117), lepidoptera (pulkanatlilar)
kanadindan bazi renkli bilesikler izole etmistir ve bunu takip eden yillarda yaptigi
calismalarinda daha sonra “ksantopterin” ve “lokopterin” olarak adlandirilacak sari
ve beyaz renkli bilesikleri elde etmistir. Ilk tutarli sentez, 1894 yilinda Otto Kiihling
tarafindan gerceklestirilmistir. Bu c¢alismanin devami olan 1936 yilindaki
arastirmalarinda Wieland ve Schopf, kelebek kanadindan izole ettikleri pigmentlere
“pteridinler” demislerdir. Pteridin, eski Yunancada “kanat” anlaminda kullanilan
“pteron (pter(0)-)” sozciigiinden tiiretilmis bir isimdir. 1940 yilinda Purmann,
bisiklik azotlu halka sistemi olan pirazino-(2,3-d)-pirimidin yapisini igeren,
“ksantopterin, izoksantopterin ve lokopterin” adi verilen bilesiklerin yapilarim

aydinlatmay1 basarmistir (118, 119). Bu bilesiklerin ve pteridin halkasinin yapist

Sekil 2.5.’te gosterilmektedir (118).
He
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Sekil 2.5. Pteridin halkasi (A), ksantopterin (B), izoksantopterin (C) ve 16kopterin
(D) molekiillerinin yapisi.
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Giintimiizde ise biitiin bu caligmalar sayesinde pirazino-(2,3-d)-pirimidin
sistemi Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (International Union of
Pure and Applied Chemistry, IUPAC) tarafindan “pteridin” olarak
isimlendirilmektedir (118). Bazi pteridin bilesikleri ve isimlendirilmeleri Tablo

2.2.”de gosterilmektedir.

Tablo 2.2. Bazi pteridin grubu bilesiklerin isimlendirilmesi.

Bilesikler Isimlendirme

Biyopterin 2-amino-6-(1,2-dihidroksipropil)-1H-pteridin-4-on

Folik asit (folat) (2S)-2-[[4-[(2-amino-4-okso-1H-pteridin-6-
il)metilamino]benzoil]amino]pentanedioik asit

Izoksantopterin 2-amino-4,7(3H,8H)-pteridindion

Ksantopterin 2-amino-4,6(3H,5H)-pteridindion

Lokopterin 2-amino-4,6,7(3H,5H,8H)-pteridintrion

Neopterin 2-amino-6-(1,2,3-trihidroksipropil)-1H-pteridin-4-on

Tetrahidrobiyopterin ~ 2-amino-6-(1,2-dihidroksipropil)-5,6,7,8-tetrahidro-1H-
pteridin-4-on

Kiigiik fonksiyonel grup tasiyan tiirevler konjuge olmayan pteridinler, daha
biiyiik fonksiyonel grup tasiyanlar ise konjuge pteridinler olarak adlandirilmaktadir

(120). Bu siniflandirmaya gore pteridin bilesikleri Tablo 2.3.’te gosterilmektedir.



Tablo 2.3. Pteridinlerin siniflandirilmasi.
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Konjuge Olmayan Pteridinler

Konjuge Pteridinler

Ksantopterin
Izoksantopterin
Lokopterin
Neopterin
Biyopterin
Tetrahidrobiyopterin (BH,)
Molibdopterin
Siliapterin
Diktiyopterin
Drosopterin
Sepiapterin

Monapterin

Folik Asit
Metanopterin
Sarsinapterin

Tatiopterin

2.4. Neopterin

2.4.1. Kimyasal Yapisi ve Tarihcesi

Neopterin, 1963 yilinda Rembold ve Buschmann tarafindan ar1 larvasi, isci

ar1 ve ar1 siitlinde kesfedilmistir. Bu yeni molekiil pteridin arastirmalarinda yeni bir

13 2

donemin baglangict sayildigi i¢in Yunanca “yeni” anlamma gelen ‘“neo

sozcuglinden hareketle “neopterin” adi verilmistir (120, 121) . Sekil 2.6.’da kimyasal

yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Neopterinin kimyasal yapis1 (122).
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Neopterin, ilk defa 1967 yilinda Sakurai ve Goto (123) tarafindan insan
idrarindan izole edilmistir. 1979 yilina gelindiginde Wachter ve ark. (124), viral
enfeksiyonlu ve malign tiimérii olan bazi hasta gruplarinda neopterin diizeylerinin
yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

1981 yilinda ise neopterinin organizmanin tiimdr hiicrelerine ve viral
enfeksiyonlu hiicrelere karsi bir immiin cevaptan kaynaklandig ileri stirtilmustiir
(125). Daha sonra yapilan in vitro c¢alismalarda neopterinin insan monosit ve
makrofajlar1  tarafindan interferon-gama (IFN-y) stimiilasyonuyla {retildigi
gosterilmistir (126, 127). Bu sitokin, uyarilmis T-hiicreler tarafindan salinmaktadir.
IFN-y kadar olmasa da IFN-a, IFN-B, IL-2, IL-12 ve TNF-a gibi sitokinlerin
stimiilasyonu da ¢ok az miktarda neopterin sentezini saglamaktadir. Diger hiicrelerin
sentezledigi neopterin miktar1 Olgiilemeyecek kadar az miktardadir. Bu nedenle
neopterinin hiicresel immiin cevapla iligkili oldugu diistinilmiistiir. Elde edilen in

vitro sonuglar birgok klinik arastirma ile dogrulanmistir (120, 127, 128)
2.4.2. Biyosentezi

Neopterin, uyarilmis monosit ve makrofajlar tarafindan guanozintrifosfattan
(GTP) sentezlenmektedir (129). Bu sentez guanozintrifosfat-siklohidrolsilaz-1 (GTP-
CH-I) enzimi araciligiyla ger¢eklesmektedir. GTP oncelikle GTP-CH-I enzimi
tarafindan 7,8-dihidroneopterin trifosfata (NH,TP) donistiirilir (Sekil 2.7.). Bu
reaksiyon 5,6,7,8-tetrahidrobiyopterin (BH,) iiretimine giden yolaktaki hiz kisitlayici
basamaktir. BH,4, bircok ndrotransmitter, katekolamin ve nitrik oksit iiretiminde
gorevli enzimlerin kofaktori olarak islev gostermektedir. NH, TP defosforilasyonu ve

oksidasyonu sonucu neopterin sentezlenmektedir (127, 130).
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GTP-CH-|  ¢mmm= |EN-y

u
defosforilasyon
oksidasyon

Sekil 2.7. Neopterin sentezi.

GTP-CH-I: guanozintrifosfat-siklohidrolsilaz-1, IFN-y: interferon-gama.

Guanozintrifosfat-siklohidrolsilaz-l enziminin aktivitesi ve dolayisiyla
neopterin sentezi IFN-y stimiilasyonuyla artmaktadir. IFN-y, Th-1 (T-helper,
yardimci) tipi bir sitokindir. Interferonlar tip I interferonlar (IFN-o ve IFN-B) ve tip
Il interferonlar (IFN-y) olarak ayrilirlar. IFN-y, sadece CD4+ (farklilasma yigilim
molekiili-4) ve CD8+ (farklilasma yigilim molekiilii-8) ve dogal oldiiriicii (NK)
hiicreler gibi baz1 6zel T-lenfosit alt tipleri tarafindan tretilirler. IFN-y’nin gorevi
patojenlere karsi monosit ve makrofajlarin antibakteriyel, antiprotozoal ve antifungal
etkinliklerini arttirarak organizmay1 zararh saldirilardan korumaktir (131). Neopterin
konsantrasyonu IFN-y aktivitesini yansittigi i¢in T-lenfositler ve NK gibi IFN-y
iretimini  saglayan hiicrelerin  aktivitesinin ve dolayisiyla immiin sistem
aktivasyonunun gostergesi olarak kabul edilmektedir (132, 133). Immiin sistemin

uyarilmasi ile gerceklesen neopterin sentezi Sekil 2.8.’de gosterilmistir.
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immiin uyari

uyarilmis
T-lenfosit

£\

GTP
neopterin

makrofaj
0

Sekil 2.8. immiin uyari ile neopterin sentezi.

GTP: guanozintrifosfat, IFN-y: interferon-gama.
2.4.3. Fizyolojik Rolii

Neopterinin fizyolojik rolii tam olarak aydinlatilamamustir; fakat biyosentezi
ve biyosentezin iligkili oldugu diger molekiiller, neopterin ve iliskili molekiillerin
tretiminin tetiklendigi kosullar degerlendirilerek organizmadaki bazi fonksiyonlari
aciklanmaya c¢alisilmaktadir. Yapilan calismalar sonucunda enfeksiyon, kanser,
otoimmiin hastaliklar, nérodejeneratif bozukluklar ve organ transplantasyonlar1 gibi
organizmanin savunma sisteminin uyarildigir patolojilerde neopterin diizeylerinde
artis oldugu bilinmektedir (134-139). Neopterin, organizma enfeksiyonla karsilastigi
ya da bazi hiicreleri mutasyona ugradigr zaman, yani tehlikeye diistiigiinde aktive
olan immiin sistem bilesenleri tarafindan {iretilmektedir. Biyolojik sivilardaki
neopterin konsantrasyonu ile immiin aktivasyonu arasinda anlamli pozitif bir iligki
bulunmaktadir. Neopterin bir neden degil, organizmanin immiin reaksiyonlarinin bir
sonucudur.

Neopterin sadece immiin sistem aktivasyonunu ifade etmez; ayn1 zamanda
oksidatif stresle de iligkilidir. Oksidatif stres, organizmadaki reaktif oksijen tiirevleri
(ROT) ile antioksidan mekanizmalar arasindaki dengenin bozularak organizmanin

prooksidatif duruma gelmesini ifade eder. Bu durum siiperoksit anyon, hidroksil
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radikali, nitrik oksit, hidrojen peroksit, hipoklor6z asit ve peroksinitrit gibi reaktif
bilesiklerin ve tiirevlerinin agir1 tiretimi ya da SOD, katalaz, peroksidaz, glutatyon
rediiktaz (GR), glutatyon, tokoferol ve askorbik asit gibi antioksidan mekanizmalarin
eksikligi ya da bozulmasi nedeniyle ortaya ¢ikar (140). Organizma zararli patojenlere
kars1 savunmaya gectigi zaman ROT nin iiretimi monosit/makrofajlarin aktivasyonu
ile baslamaktadir. Patojenlere karsi silah olarak yoneltilen ROT’nin sitotoksik
giiciiniin neopterin tarafindan arttirildigr disiiniilmektedir. Neopterin konsantrasyonu
ile oksidatif bilesiklerin diizeyleri arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (141).
Neopterinin ROT’nin olusumunu diizenleyerek patojenleri ve tlimor hiicrelerini yok
etmede gorevli oldugu da diisiiniilmektedir.

Monosit/makrofajlardan salinan hidrojen peroksit ile neopterin miktar
arasinda anlaml bir iliski bulunmaktadir. Neopterinin folik asit sentezinde rol alan
enzimler i¢in yarigarak dolayli yoldan enfekte hiicrelerdeki folik asit sentezini inhibe
ettigi  diisiiniilmektedir. ~Ote  yandan  7,8-dihidroneopterin  ve 5,6,7,8-
tetrahidroneopterin gibi neopterin tiirevlerinin giiclii antioksidan bilesikler oldugu
gosterilmistir (142). Neopterin ve 7,8-dihidroneopterin tiirevinin hiicre apopitozunu
tetikledigi bildirilmistir. Neopterin ve tiirevlerinin hiicre apopitozuna kadar giden
stiregleri tetikleyerek zararli mikroorganizmalarin ve enfekte hiicrelerin ortadan
kaldirilmasinda rol oynayarak organizmayi zararli konakgilara karsi korumaktadir

(143, 144).
2.4.4. Biyolojik Sivilardaki Diizeyi ve Ol¢iim Yéntemleri

Interferon-gama gibi sitokinlerin biyolojik sivilardaki diizeylerini tespit
etmek zordur; ¢iinkii hedef yapilara ve reseptorlere ¢cok hizli bir sekilde baglanirlar
veya reseptorlerin etkisiyle iyonizasyonlar1 degisebilir. Lokal olarak sentezlenip
bulunduklar1 yere gore degiskenlik gostermeleri sebebiyle dolasim sistemine
ulagmalar1 zordur. Bu nedenle laboratuvarda anlamli bir 6l¢lim yapmak ve izlemek
icin uygun degillerdir. IFN-y aktivitesini yansittig1 i¢in neopterin diizeylerinin
Ol¢iimii daha akilcit ve duyarli bir yaklagimdir. Ayrica neopterin diizeyleri sadece
IFN-y etkinligini degil, diger bir¢ok immiin parametrenin monosit ve makrofajlar
lizerindeki etkisini ifade etmektedir. Ornegin IL-12 gibi Th-I tipi sitokinler ve IL-4

ve IL-10 gibi Th-II tipi sitokinlerin neopterin konsantrasyonlarina gore diizeylerinin
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degistigi  bilinmektedir (145). Dolayisiyla neopterin  konsantrasyonlarinin
belirlenmesi tim immiin sistem bilesenlerinin etkinligini ve etkilesimlerini
yansitmasi bakimindan énemlidir.

Idrarda neopterin miktar tayininin {izerinden 50 y1l ge¢mistir ve giiniimiizde
neopterin konsantrasyonunun tespiti i¢in idrar drnegi siklikla kullanilmaya devam
etmektedir (123). Herhangi bir bobrek yetmezligi yoksa serum neopterin
konsantrasyonlar1 da idrar diizeylerini yansitmaktadir (146). Neopterin, giines 15131
ile temas ettiginde bozuldugu i¢in Orneklerin tasinmasi ve saklanmasi sirasinda
uygun kosullarin saglanmasi dogru bir 6l¢giim i¢in ¢ok dnemlidir. Analiz edilecek
ornekler giines 1s1gindan korunarak 2-8°C arasinda 24 saate kadar saklanabilir. -
20°C’de ise 6 aya kadar depolanmas1 miimkiindiir (147). Uygun kosullar saglandig:
takdirde serum, plazma, idrar ve baska bircok biyolojik sivi neopterin diizeylerinin
belirlenmesi i¢in kullanilabilmektedir.

Serum, plazma ve diger biyolojik sivilarda (beyin-omurilik sivisi, sinoviyal
sivi, tiikiiriik, pankreas sivisi, karin i¢i sivi) neopterin diizeyleri genellikle enzim
bagli immiinosorbent analizi (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) ve
radyoimmiinanaliz (radioimmunoassay, RIA) yontemleriyle olgiilmektedir (148-
152). Idrar neopterin diizeylerinin belirlenmesinde ise yiiksek basingli sivi
kromatografisi (high pressure liquid chromatography, HPLC) kullanilmaktadir (153,
154).

Saglikli bireylerde serum, plazma ve beyin-omurilik sivisinda bulunan
ortalama neopterin konsantrasyonu yaklasik 5-10 nmol/I’dir (2, 148, 155, 156).
Patolojik durumlarda bu diizey 2-3 kat veya daha fazladir. Ornegin insan
immiinyetmezlik virtisit (human immunodeficiency virus, HIV) enfeksiyonu olan
kisilerde plazma neopterin diizeyi 15 nmol/l diizeyine ¢ikabilmektedir (157).
Alzheimer hastalarinda ise bu diizey 16 nmol/l olarak bildirilmistir (158). Diger
biyolojik stvilar (beyin-omurilik sivisi, sinoviyal sivi, tiikiiriik, pankreas sivisi, karin
ici stv1 vb.), invaziv yoOntemlerle daha zor elde edildikleri i¢in, bu Orneklerde
neopterin diizeylerinin 6l¢iildiigli az sayida ¢alismada vardir. Bu ¢aligmalarda tespit
edilen neopterin diizeyleri 1,0-9,0 nmol/l arasinda degismektedir (149, 159).

Klerensin yasa ve cinsiyete bagli olarak degismesi nedeniyle idrar neopterin

diizeyleri farklilik gostermektedir Saglikli yetiskin bireylerde her iki cinsiyet i¢in
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ortalama idrar neopterin diizeyi 100-200 pmol/mol kreatinin degerleri arasindadir

(160-162). Farkli yas gruplarma gore idrar (Tablo 2.4.) ve serum (Tablo 2.5.)

neopterin diizeyleri asagidaki tablolarda gosterilmektedir.

Tablo 2.4. Saglikli insanlarda idrar neopterin diizeyleri (umol neopterin/mol
kreatinin) (163).

Yas Kadin Erkek
(Ortalama = SS) (Ortalama = SS)

19-25 128 + 33 123 £ 30
26-35 124 £33 101 £33
36-45 140 £ 39 109 + 28
46-55 147 + 32 105 + 36
56-65 156 + 35 119 + 39
> 65 151 £40 133 + 38

SS: standart sapma.

Tablo 2.5. Saglikli insanlarda serum neopterin diizeyleri (nmol/1) (163).

Yas Ortalama + SS
<18 6,8+3,6
19-75 53+2,7
> 75 9,7+5,0

SS: standart sapma.
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2.4.5. Cesitli Patolojilerde Neopterin

Bircok patolojik durumda biyolojik sivilarda  yiiksek neopterin
konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Bu calismalarin 6rnekleri Tablo 2.6.’da

gosterilmektedir.

Tablo 2.6. Neopterin konsantrasyonlarinin yiiksek bulundugu durum ve hastaliklara
ornekler.

Hastahk Biyolojik Ornek Kaynakc¢a

Enfeksiyonlar

Hepatit B Serum Demirturk ve ark. (164)
Gulcan ve ark. (165)
Kaleli ve ark. (166)
Hepatit C Serum Griingreiff ve ark. (135)
HIV enfeksiyonu BOS/Serum Gisslen ve ark. (167, 168)
Dolan ve ark. (169)
Idrar Zangerle ve ark. (170)
Kramer ve ark. (171)
Plazma Aziz ve ark. (157)
Serum Stein ve ark. (172)
Diez-Ruiz ve ark. (173)
Leishmaniazis Serum Hamerlinck ve ark. (174)
Schriefer ve ark. (175)
MSS Enfeksiyonu BOS/Serum Millner ve ark. (176)
Sepsis Idrar Baydar ve ark. (139)
Plazma Bavunoglu ve ark. (177)
Serum Sapa ve ark. (178)
Tasdelen Fisgin ve ark. (179)
Septik Sok Idrar Baydar ve ark. (139)
Plazma Pascual ve ark. (180)

BOS: beyin-omurilik sivisi, HIV: human immunodeficiency virus (insan immiinyetmezlik viriisi),

MSS: merkezi sinir sistemi.
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Tablo 2.6. (Devam) Neopterin konsantrasyonlarmin yiiksek bulundugu durum ve

hastaliklara ornekler.

Hastahk Biyolojik Ornek  Kaynakea
Tiiberkiiloz BAL/ Idrar/Serum Yuksekol ve ark. (181)
Idrar Fuchs ve ark. (182)
Horak ve ark. (183)
Eisenhut ve ark. (184)
Serum Immanuel ve ark. (185)
Cesur ve ark. (186)
Kanser
Akciger Idrar Kronberger ve ark. (187)
Endometrium Idrar Isci Bostanci ve ark. (152)
Karaciger Idrar Melichar ve ark. (188)
Kolon Idrar Weiss ve ark. (189)
Melichar ve ark. (190)
Lenfoma, Losemi Idrar Altindag ve ark. (191)
Meme Idrar Murr ve ark. (192)
Melicharova ve ark. (193)
Serum Girgin ve ark. (137)
Over Idrar Volgger ve ark. (194)
Pankreas Plazma Manes ve ark. (195)
Prostat Serum Thein ve ark. (196)
Tiroid Idrar Inancli ve ark. (197)
Sahin ve ark. (162)
Serum Beksac ve ark. (198)
Otoimmiin Hastahklar
Multipl Skleroz Idrar Giovannoni ve ark. (199)
Khorami ve ark. (200)
Romatoid Artrit Idrar Altindag ve ark. (134)
Plazma Arshadi ve ark. (201)

BAL.: bronkoalveoler lavaj sivist.
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Tablo 2.6. (Devam) Neopterin konsantrasyonlarmin yiiksek bulundugu durum ve
hastaliklara 6rnekler.

Hastahk

Biyolojik Ornek  Kaynakea

Kalp Hastaliklar:

Akut Koroner Sendrom Serum Gurumurthy ve ark. (202)
Kalp Yetmezligi Plazma Yamamoto ve ark. (203)
Serum Tomandlova ve ark. (204)
Berg ve ark. (205)
Wietlicka-Kokoszanek ve
ark. (206)
Koroner Aterosklerotik Kalp ~ Serum Lyu ve ark. (207)
Hastalig1
Miyokard Enfarktiisii Serum Schumacher ve ark. (208)
Gurfinkel ve ark. (209)
Bobrek Hastalhiklar:
Diyabetik Nefropati Serum Weiss ve ark. (210)
Idrar/Serum Asci ve ark. (150)
Nefrit, Renal Yetmezlik Serum Erten ve ark. (211)
Idrar/Serum Godai ve ark. (212)
Asci ve ark. (150)
Nefrotik Sendrom Idrar/Serum Oda ve ark. (213)
Transplantasyon
Bobrek Idrar Reibnegger ve ark. (214)
Serum Carey ve ark. (138)
Chin ve ark. (215)
Kalp Serum Miiller ve ark. (216)
Psikiyatrik Hastalhiklar
Depresyon Idrar Taymur ve ark. (217)
Serum Celik ve ark. (218)
Obsesif Kompiilsif Bozukluk ~ Serum Kuloglu ve ark. (219)
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Tablo 2.6. (Devam) Neopterin konsantrasyonlarmin yiiksek bulundugu durum ve
hastaliklara 6rnekler.

Hastahk Biyolojik Ornek Kaynakca
Norodejeneratif Hastaliklar
Alzheimer Plazma Parker ve ark. (220)
Hull ve ark. (221)
Serum Savas ve ark. (222)
Schroecksnadel ve ark.
(223)
Blasko ve ark. (224)
Leblhuber ve ark. (136)
Creutzfeldt—Jakob Hastaligi BOS Stoeck ve Zerr (225)
Parkinson Idrar Campolo ve ark. (226)
Goz Hastahiklar
Katarakt Ak6z humor/Serum  Laganovska ve ark. (227)
Retinal Vaskiilit Idrar Palmer ve ark. (228)
Uveit Idrar Durukan ve ark. (229)
Idrar/Serum Palabiyik ve ark. (154)
Diger
Crohn Hastalig1 Idrar Nancey ve ark. (230)
Down Sendromu Plazma Coppus ve ark. (231)
Coppus ve ark. (232)
Mehta ve ark. (233)
Serum Mehta ve ark. (234)
Polikistik Over Sendromu Serum Alanbay ve ark. (235)

Barutcuoglu ve ark. (236)

BOS: beyin-omurilik sivisi.
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2.5. Biyogostergelerin Klinik Onemi

“Biyogosterge” terimi literatiire ilk girdigi donemlerde kisaca “klinik dncesi
(preklinik) biyolojik goésterge” olarak tanimlanmaktadir. Giiniimiizde ise Amerika
Birlesik Devletleri (ABD) Ulusal Saglik Enstitiisii (National Institutes of Health,
NIH) Biyogosterge Tanimlamalari Calisma Grubu’nun tanimina goére normal
biyolojik siiregleri, patolojik durumlar1 ya da klinik bir isleme verilen cevaplari
Olcmek i¢in nesnel olarak Slgiimii ve degerlendirmesi yapilan her tiirlii bilesik ve
biyolojik yapiya biyogosterge denilmektedir (237). Bu tamim sadece klinik
laboratuvarlarda 6lgiilen molekiiler biyogdstergeleri degil ayn1 zamanda goriintiileme
tekniklerini [0r. X-i1ginlari, manyetik rezonans goriintileme (MRI) ve pozitron
emisyon tomografisi (PET)] ve kan glukoz diizeyinin tespiti gibi fizyolojik 6l¢timleri
de kapsamaktadir (238). Biyogostergelerin klinik uygulama alanlarini su sekilde
6zetlemek miimkiindiir:

L. Bir hastaligin ya da bozuklugun teshisi

I1. Hastaliklarin siniflandirilmasi veya siddete gore derecelendirilmesi

III. Hastaliklarin seyrinin degerlendirilmesi

IV. Hastalik riski tahmini ve tedaviye yanitin izlemi

Biyogostergeler hastalik iliskili durumlarin degerlendirilmesin disinda uzun
yillardir toksikolojide ve risk degerlendirmesinde kullanilmaktadir. Toksikolojik
degerlendirmede kullanilan biyogdstergeler maruziyet, etkinlik ve duyarlilik
biyogostergeleri  olarak  smiflandirilmaktadir  (239). Bu  biyogdstergeler,
ksenobiyotiklere maruziyet sonucu meydana gelen hiicresel degisikliklere duyarls,
oOlgiilebilir, molekiiler ve biyolojik parametreleri temsil etmektedir. Toksisite
mekanizmasini, toksisite derecesini, organizmada meydana gelen toksik etkileri,
olas1 tedavi yaklagimlarini ve tedavi etkinligini degerlendirmede biyogostergelerden
yararlanilmaktadir (240).

Biyogostergeler uygulama alanlarina gore temel olarak tani, hastalik seyri ve
kisisellestirilmis tedavi icin kestirim olmak {izere ii¢ smifa ayrilabilir. Tanisal
biyogdstergeler, bir hastalig1 teshis etmek veya siddetini tespit etmek i¢in kullanilan
gostergelerdir. Bu grubun en O6nemli iyelerinden biri  goriintiileme
biyogostergeleridir. Gorlintiilleme biyogostergeleri saglikli kisiler ile bir hastaligin

erken evresinde olan ve semptom gozlenmeyenleri ayirt etmek igin kullanilmaktadir.
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Tan1 biliniyorsa uygulanan tedavi kosullarinda hastaligin seyrini tahmin etmek igin
seyir biyogdstergeleri kullanilmaktadir. Ornegin bazi DNA tiimér biyogdstergeleri
metastaz riskini degerlendirmek ic¢in kullanilmaktadir. Hastaya uygulanan tedavinin
etkinligini ve/veya giivenligini degerlendirmek i¢in ise kestirim yapmaya yarayan
biyogostergelerden faydalanilmaktadir (241).

Neopterin, bir¢ok inflamatuvar ve dejeneratif hastalikta immiin aktivasyonu
ifade eden, yeni bir biyogostergedir. Enfeksiyon, kanser, otoimmiin hastaliklar, kalp
ve bobrek hastaliklari, noérodejeneratif bozukluklar ve transplantasyon gibi
patolojilerde hiicresel immiiniteyi degerlendirmek i¢in kullanilmakta ve biyolojik

stvilarda kolaylikla diizeyleri 6l¢iilmektedir (212, 215, 221, 242-244).
2.6. Triptofan
2.6.1. Genel Ozellikleri ve Fizyolojik Onemi

Triptofan ((2S)-2-amino-3-(1H-indol-3-il)propanoik asit), 1901 yilinda
kimyager F. G. Hopkins tarafindan kesfedilen bir aminoasittir. Organizma tarafindan
endojen olarak sentezlenemedigi icin besinler yoluyla alinmasi zorunlu olan 9
esansiyel aminoasitten biridir (245). Diinya Saghk Orgiiti (World Health
Organization, WHO) ve Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization,
FAO) tarafindan yetiskinler i¢in onerilen giinliik dozu 4 mg/kg olarak bildirilmistir
(246). Findik, fistik, ceviz ve badem gibi kabuklu yiyecekler, susam, bal kabagi,
aycicegi tohumlart ve bugday, musir, piring gibi tahillar triptofan igerigi yliksek
gidalardir. Diyetle alinan bu gidalar viicuttaki triptofan diizeyini yiikseltmekte ve
triptofan mekanizmasinda gorevli enzimlerin aktivitesini arttirmaktadir (247). Sekil

2.9.da kimyasal yapis1 gosterilmektedir.

O

N OH

N
H

Sekil 2.9. Triptofanin kimyasal yapisi (248).

NH>
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Aminoasitler proteinlerin yap1 taglaridir. Fakat triptofanin sadece %1’
proteinlerin sentezi i¢in kullanilmaktadir. Geriye kalan biiylik boliimii metabolik
yolaklarda ve fizyolojik cevaplarda gorevli bilesiklerin sentezinde kullanilmaktadir
(249). Bu bilesiklerden biri serotonindir (5-hidroksitriptamin, 5-HT). Serotonin
duygu durum, biling, aclik, saldirganlik, libido ve viicut sicakligi gibi g¢evresel
degisikliklere tepki ve yanmit mekanizmalarint diizenlemekle gorevli bir
norotransmitterdir. Ayrica bagirsak hareketleri, immiin ve inflamatuvar cevaplar, kan
kok hiicrelerinin farklilagsmasi ve hemodinamik fonksiyonlar gibi birgok fizyolojik
olayin diizenlenmesinde gorevlidir (250, 251). Serotonin yapim ve yikimindaki
degisikliklerin duygu durum bozuklugu, otizm, bilissel eksiklik, anoreksia/bulimia
nervoza ve obezite gibi hastaliklarla iliskisi oldugu ifade edilmektedir (252-254).
Ayrica triptofandan sentezlenen serotoninin bir kismi sirkadyen ritmi diizenleyen
melatonin hormonuna doniistiiriilmektedir (255, 256).

Triptofan metabolizmas: ile sentezlenen diger 6nemli bilesikler kiniirenin ve
tiirevleridir. Bunlar kiniirenik asit ve pikolinik asit gibi ndroprotektif bilesikler; 3-
hidroksi-kiniirenin, 3-hidroksiantranilik asit, kuinolinik asit ve nikotinik asit gibi
sitotoksik bilesikler ve nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) gibi nérotansmitter
bilesiklerdir (257, 258).

2.6.2. Triptofan Metabolizmasi ve Kiniirenin Yolag:

Triptofan metabolizmast baslica iki yolak aracilifiyla gergeklesmektedir.
Metabolizmanin yaklagik %5’ini olusturan yolakta triptofan 5-hidroksilaz (T5H)
enzimi aracilig1 ile serotonin sentezlenmektedir. Triptofan metabolizmasinin yaklasik
%95’1ni ise kinlirenin yolagi olusturmaktadir. Bu yolakta bir¢ok onemli bilesigin
substrati olan kinilirenin sentezlenmektedir (259). Kiniirenin yolagi olarak ifade

edilen triptofan biyotransformasyonu Sekil 2.10.’da gosterilmistir.
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Sekil 2.10. Triptofan metabolizmasinin ana yolaklar1 (260).
IDO: indolamin (2,3)-dioksijenaz, TDO: triptofan (2,3)-dioksijenaz, T5H: triptofan 5-hidroksilaz.

Kiniirenin yolaginda gérevli olan bir¢ok enzim vardir. ilk ve hiz kisitlayic
basamaktan sorumlu enzimler triptofan (2,3)-dioksijenaz (TDO) ve indolamin (2,3)-
dioksijenaz (IDO) enzimleridir. Bu enzimler yoluyla triptofan 6ncelikle N-formil-
kiniirenine donustiiriiliir ve hizli bir sekilde kiniirenin sentezlenir. Kiniirenik asit, 3-
hidroksi-kiniirenin, 3-hidroksiantranilik asit, pikolinik asit ve kuinolinik asit bu
yolakta sentezlenen kinilirenin metabolitleridir. Daha sonra bu substratlardan
nikotinik asit ve NAD bilesikleri sentezlenmektedir (Sekil 2.11.) (257, 261).

Hem IDO hem de TDO ayni reaksiyonu katalizleyen enzimler olmalarina
ragmen farkli ozellikler tasirlar ve farkli biyolojik mekanizmalarda rol oynarlar.
TDO, karacigerden sentezlenmektedir ve bu sentez glukokortikoidler tarafindan ve
triptofan diizeyinin yiikselmesi ile indiiklenmektedir (262). IDO ise makrofaj,
mikroglia, noron, astrosit, epitelyal hiicre ve fibroblast gibi ¢esitli hiicreler tarafindan
sentezlenmektedir ve en 6nemlisi IFN-y olan bir¢ok inflamatuvar sitokin tarafindan

indiiklenmektedir (260, 263, 264).
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Sekil 2.11. Triptofan metabolizmasi (257).

3-HAO:  3-hidroksiantranilat ~ dioksijenaz, ACMSD:  aminokarboksimukonat  semialdehit
dekarboksilaz, IDO: indolamin (2,3)-dioksijenaz, KAT: kiniirenin aminotransferaz, KMO: kiniirenin
monooksijenaz, NAD: nikotinamid adenin diniikleotid, QPRT: kuinolinat fosforibozil transferaz,
TDO: triptofan (2,3)-dioksijenaz.

Organizmadaki triptofan diizeyi iki farkli yolla degismektedir. ilki diyetle
alman triptofan miktarinin azalmasma baglidir. Bu durumda yikim {irlinii olan
kiniirenin miktar1 da azalmaktadir. Saglikli kisilerde diyetle alinan triptofan miktari
azalsa bile triptofan ve kiniirenin konsantrasyonu bir denge igerisindedir. Triptofan
diizeyinin degistigi diger durum ise hiicresel immiin cevabin tetiklenmesi ile IDO
enzimi aracilikli triptofan yikimmin artmasina baglhdir. Bu durumda serumda
triptofan konsantrasyonunun azaldigi ve kiniirenin gibi yikim iriinlerinin
konsantrasyonlarinin arttig1 gozlenmektedir (260, 265, 266).

Immiin aktivasyon ile triptofan yikimmin artti§i durumlarda triptofan ve
kiniirenin dengesi bozulmaktadir. Immiin sistem aktivasyonuna bagli triptofan yikimi
IDO enzimi ile gergeklesmektedir. Triptofan yikim derecesini ve organizmadaki
triptofan miktarin1 degistiren mekanizmay1 anlamak i¢in kiniirenin (kin) ile triptofan
(trp) konsantrasyonlarinin orani (kin/trp) kullanilmaktadir. Triptofan yikiminin arttig

durumlarda bu oranda artis gozlenmektedir. Diisiik triptofan ve yiliksek kiniirenin
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konsantrasyonlarinin yani sira yiliksek kin/trp orani immiin sistem aktivasyonuna
bagl olarak IDO enzimi araciligi ile triptofan yikimimnin arttigimi ifade etmektedir
(260).

Indolamin (2,3)-dioksijenaz aracilikli triptofan yikimi, malign hiicrelerin ve
patojenlerin ihtiya¢ duyduklar1 temel aminoasit olan triptofan1 tiiketerek
bliylimelerini engelleyen bir savunma mekanizmasi olarak islev gostermektedir.
Triptofan yikimmin TDO yerine IDO gibi immiin uyar1 yoluyla sentezlenen bir
enzim aracihigiyla gerceklestigini dogrulamak icin IDO gibi IFN-y stimiilasyonu ile
sentezlenen/tetiklenen bagka bir immiin aktivasyon parametresi ile birlikte
degerlendirmek gerekmektedir. Bu nedenle neopterin gibi gostergelere ihtiyag
duyulmaktadir.

2.6.3. Biyolojik Sivilardaki Triptofan ve Kiniirenin Diizeylerinin Olciimii

Serum, plazma ve diger biyolojik sivilardaki triptofan ve kiniirenin miktarinin
Ol¢iimii HPLC kullanilarak yapilmaktadir. Triptofan floresans 6zelligi kullanilarak
Olciiliirken kiniirenin i¢cin UV dedektor kullanilmaktadir. Saglikli yetiskinlerde rapor

edilen serum triptofan ve kiniirenin diizeyleri Tablo 2.7.’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.7. Serum triptofan ve kiniirenin diizeyleri.

Triptofan (umol/l) Kiniirenin (umol/l) Kaynakca

73,00 + 14,90 1,92 £ 0,58 Widner ve ark. (267)
70,90 £2,75 2,09+0,06 Sarac ve ark. (156)
67,00 + 15,00 1,90 + 0,50 Laich ve ark. (268)
65,00 £ 1,7 | 2,60+ 0,10 Cinici ve ark. (269)
64,20 + 10,80 2,00+ 0,40 Maneglier ve ark. (270)
63,37 £ 3,07 1,95+0,11 Girgin ve ark. (155)

2.7. indolamin (2,3)-Dioksijenaz
2.7.1. Genel Ozellikleri ve Fizyolojik Onemi

Indolamin (2,3)-dioksijenaz, memelilerde bulunan oksijenaz grubu enzimlerin

bir {yesidir. Oksijenazlar prostaglandinler, 1okotrienler, steroid hormonlari,
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norotransmitterler ve nitrik oksit gibi ¢ok 0nemli bilesiklerin sentezinde gorev alan
enzimlerdir. Bu grubun iiyesi olan IDO, oksijenazlarin kesfinden yaklasik 12 yil
sonra ilk defa 1967 yilinda tavsan bagirsagindan izole edilerek tanimlanmistir (271,
272). IDO’nun en 6nemli gdrevlerinden biri kiniirenin yolag: araciligi ile triptofan
metabolizmasinin ilk basamagim katalize etmektir. IDO bu gorevi TDO enzimi ile
birlikte yapmaktadir. Fakat TDO sadece karacigerde sentezlenirken; IDO akciger,
mide, bagirsak, dalak, bobrek, beyin, plasenta, epididimis ve timiis gibi bir¢ok
dokuda sentezlenmektedir. (273-275).

Indolamin (2,3)-dioksijenazin fizyolojik gorevleri genel olarak triptofan
tiiketmesi ve triptofan metabolitlerini iiretmesi ile ilgilidir. IDO araciligiyla
gerceklesen triptofan tiiketiminin organizmanin savunma sisteminde gorevli oldugu
diisiiniilmektedir. IFN-y’nin patojenlere karsi antiviral, antibakteriyel ve antiparazit
etkinligi IDO aracilikli triptofan tiiketimi ile ilgilidir. /n vitro calismalarda
Chlamydia psittaci, C. trachomatis, C. pneumoniae, Staphylococcus aureus, bazi
Streptococcus ve Enterococcus tiirleri, herpes simplex viriisii, sitomegaloviriis ve
kizamik viriisii gibi birgok patojenin triptofan tiiketimine kars1 duyarli oldugu tespit
edilmistir (276-282). IDO, patojenlerin konak¢ida yasamasi igin gerekli olan
triptofani tiikketerek enfeksiyonlari baskilamaya yonelik aktivite gostermektedir.

Bu mekanizmanin ayni zamanda malign hiicrelere karsi da etkili oldugu
diisiiniilmektedir. IDO, timér hiicrelerinin yasamasi igin gerekli olan esansiyel
aminoasit triptofan1 tiikketerek antitiimoral etkinlik gostermektedir. Kanser
hastalarimin ~ idrar ~ Orneklerinde  tespit edilen triptofan  metabolitlerinin
konsantrasyonlarinin tiimoriin cerrahi olarak ¢ikartilmasindan sonra distiigi
belirtilmektedir (283, 284)

Indolamin (2,3)-dioksijenaz, kiniirenin yolag: aracilig ile triptofanin yikimini
saglarken sadece triptofan konsantrasyonlarini etkilemez; ayni zamanda bu yolagin
metabolitlerinin konsantrasyonlarmi da degistirir. Dolayisi ile IDO aktivitesi ayni
zamanda triptofan metabolitlerinin gorev aldigir bir¢cok biyolojik mekanizmay1 da
etkilemektedir. Triptofanin kiniirenin yolaginda sentezlenen kuinolinik asit (KA)
(Bkz. Sekil 2.11.), iizerinde en ¢ok durulan metabolitlerden biridir. KA prooksidan
ve norotoksik etkileri olan bir bilesiktir. Beyin-omurilik sivisindaki KA diizeyleri ile

beyin hasarmin derecesi arasinda anlamli bir iliski bulunmaktadir. iskemik beyin
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hasari, AIDS-demans kompleksi (ADC) ve Alzheimer gibi norodejeneratif
hastaliklarda IDO aracilikli KA sentezinin arttig1 belirtilmektedir (285-287). Bu
nedenle artan IDO aktivitesinin triptofan metabolizmasimi indiikleyerek kuinolinik
asidin beyinde birikmesine ve norotoksik hasara neden oldugu diisiiniilmektedir
(263).

2.7.2. indolamin (2,3)-Dioksijenaz ve Immiin Sistem Aktivasyonu

Kontrol edilemeyen immiin sistem aktivasyonu organizmay1 biiyiikk bir
tehlikeye sokabilir. Bu nedenle birgok yolak ve mekanizma ile immiin Sistem
degisikliklerine kars1 cevaplar diizenlenmektedir. Triptofan yikimindan sorumlu olan
IDO enziminin aktivasyonu sadece IFN-y stimiilasyonuyla gergeklesmektedir. IDO,
kiniirenin yolag1 araciligiyla immiin sistemin diizenlenmesine katki saglamaktadir.

Triptofan, protein sentezinin yapitaslarindan oldugu i¢in miktarinin azalmasi
hiicre ¢ogalmasini engellemektedir. Bu nedenle IFN-y aracilikli immiin cevap,
triptofan  yikimini  arttirarak  patojen mikroorganizmalarin ve  bunlardan
etkilenmis/enfekte olmus hiicrelerin  ¢ogalmasini  engellemektedir.  IFN-y
stimiilasyonuyla artan IDO aktivitesi immiin sistemin diizenlenmesine katk1
saglamaktadir. Patojenlerin hayatta kalmak ve ¢ogalmak icin gereksinim duyduklar
triptofan, IDO araciligiyla tiiketilerek antiproliferatif etki elde edilmektedir.
Triptofan yikimi patojenlerin  hayatta kalmasini engelleyerek organizmay1
korumaktadir. Kiniirenin gibi bazi triptofan yikim firiinlerinin proapoptotik etkileri
de immiin savunmaya katki saglamaktadir (288, 289).

Triptofan tiiketimi ve triptofan metabolizmas1 sonucu agiga ¢ikan sitotoksik
metabolitler ile antitimoral etki saglanmaktadir (283, 284). Yapilan arastirmalar
sonucu HIV, malarya, hepatit C, Toxoplasma gondii ve klamidya gibi birgok viral,
parazitik ve bakteriyel enfeksiyonda IDO aktivitesinin arttigi gdsterilmistir (290-
293).

Immiin sistemin savunmaya gectigi durumlarda uyarilmis T-lenfositler
tarafindan salinan IFN-y, IDO aktivitesini indiiklemektedir. IDO aktivitesinin fazla
indiiklenmesi negatif feed-back (geri bildirim) yoluyla T-lenfosit aktivasyonunu
diizenlemektedir. Bu nedenle IDO’nun organizmada immiin baskilayict bir dzelligi

oldugu sdylenebilir. Immiin sistemin agir1 uyarildig1 durumlarda organizmayi hiicre
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hasarindan korumak igin IDO bir kontrol noktasi olarak gérev almaktadir.
Dolayistyla IDO, hem immiin sistemin bir silah1 hem de onun denetleyicisi olarak

islev gostermektedir (294, 295).
2.8. Neopterin ve Kiniirenin Yolag Iliskisi

Interferon-gama stimiilasyonu, GTP-CH-I enzimini uyararak neopterin
sentezini saglamaktadir. Aym stimiilasyon IDO enzimini uyardiginda ise triptofan,
kiniirenin yolagi ile metabolize olmaktadir. Bu iki 6nemli mekanizmanin tetikleyicisi
immiin sistem aktivasyonunu gosteren bir sitokin olan IFN-y oldugu i¢in es zamanh
olarak degerlendirmeye uygun parametrelerdir. Bu nedenle yiiksek kin/trp oranina
eslik eden yiiksek neopterin konsantrasyonlar: immiin aktivasyonu ifade etmektedir.
Enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar, kan ve organ transplantasyonlar1 ve kanser gibi
bir¢cok patolojide neopterin diizeylerindeki artisin kin/trp orani ile dogru orantili
oldugu bildirilmistir (130, 296-298). Neopterin ve kin/trp oranlarinin birlikte ifade
edildigi calismalar Tablo 2.8.’de gosterilmektedir.
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Tablo 2.8. Neopterin ve Kkin/trp konsantrasyonlarinin yiiksek ve birbirleri ile iliskili
oldugu durum ve hastaliklara 6rnekler.

Hastahk Kaynakc¢a
Gebelik Schrocksnadel ve ark. (299)
Enfeksiyon

HIV enfeksiyonu

Bipath ve ark. (300)

Sepsis

Ploder ve ark. (301)
Girgin ve ark. (155)

Kanser

Cesitli kanser tiirleri

Schroecksnadel ve ark. (242)

Kolorektal kanser

Huang ve ark. (302)

Melanoma Weinlich ve ark. (303)
Meme Girgin ve ark. (137)
Over Sperner-Unterweger ve ark. (304)

Schrocksnadel ve ark. (305)

Jinekolojik kanser

Schroecksnadel ve ark. (306)

Otoimmiin Hastahklar

Romatoid Artrit

Ozkan ve ark. (307)
Schroecksnadel ve ark. (308)

Sistemik Lupus Eritematozus

Widner ve ark. (309)

Kalp Hastaliklar:

Kalp Yetmezligi, Periferik Arter
Hastaligi, Aterosklerotik Hastaliklar

Sulo ve ark. (243)

Koroner Arter Hastalig1

Ozkan ve ark. (310)

Bobrek Hastaliklar:

Renal Yetmezlik

Koenig ve ark. (311)
Karu ve ark. (312)

Transplantasyon

Bobrek

Brandacher ve ark. (313)

Hematopoetik Kok Hiicre

Hainz ve ark. (314)

HIV: human immunodeficiency virus (insan immiinyetmezlik viriisii).
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Tablo 2.8. Devam Neopterin ve kin/trp konsantrasyonlarinin yiiksek ve birbirleri ile
iliskili oldugu durum ve hastaliklara 6rnekler.

Hastalik

Kaynakc¢a

Psikiyatrik Hastahklar

Bipolar Bozukluk

Mukherjee ve ark. (315)
Reininghaus ve ark. (316)

Major Depresyon

Sublette ve ark. (317)
Maes ve ark. (318)

Norodejeneratif Hastaliklar

Alzheimer

Widner ve ark. (319)
Wissmann ve ark. (320)

Huntington Hastaligi

Stoy ve ark. (321)
Leblhuber ve ark. (322)

Parkinson Widner ve ark. (323)
Goz Hastaliklar:

Konjonktivit Cinici ve ark. (269)
Uveit Palabiyik ve ark. (154)
Katarakt Laganovska ve ark. (324)
Diger

[rritabl Bagirsak Sendromu

Clarke ve ark. (325)

Obezite

Brandacher ve ark. (326)

Pterjium etiyolojisinde IL-6, IL-8, VEGF ve TNF-o gibi sitokinlerin roliiniin

aragtirlldigi ¢alismalar vardir (71, 72). Fakat neopterin gibi yeni bir immiin

biyogostergenin ve kinilirenin yolagi bilesenlerinin ifade edildigi bir c¢alisma

bulunmamaktadir. Neopterin, triptofan ve kiniirenin gibi organizmanin immiin sistem

durumunu yansitan parametreler ilk defa bu tez ¢alismasi ile pterjiumda 6l¢iilmiis ve

birlikte degerlendirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Calisma Grubu

Tez arastirmast Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun 16.05.2017 tarihli ve 16969557-747 sayil1 (Karar No:
GO 17/435-47) izni ile Helsinki Bildirgesi’ne uygun olarak yiiriitilmistiir. Caligma
grubu Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Goz Klinigi ile isbirligi
yapilarak olusturulmustur. G6z hekiminin onay verdigi, 18 yas iistii, kadin ve erkek
goniilliller aragtirmaya dahil edilmistir. Katilimcilar arastirma konusunda
bilgilendirilmiglerdir ve onam formlarini okuyarak imzalamislardir.

Akut enfeksiyon durumu olanlar, herhangi bir kanser tutulumu olan ve
kemoterapi/radyoterapi alanlar, organ nakli gegiren alicilar veya dondrler, son donem
bobrek hasar1 olan ve hemodiyaliz uygulanan katilimcilar ile otoimmiin hastaligi
olanlar calisma gruplarina dahil edilmemistir. Calismada 2 grup olusturulmustur:

Grup I: Go6z klinigi hastas1 olmayan, pterjium veya goéziinde baska herhangi
bir inflamatuvar, dejeneratif rahatsizligi bulunmayan saglikli kisilerden olusan
kontrol grubudur (n=32).

Grup II: GOz klinigine bagvuran hastalar icerisinde bir veya iki gozii i¢in
pterjium tanisi alan, lokal ya da sistemik herhangi bir baska hastalig1 bulunmayan
hastalardan olugmaktadir (n=31). Katilimcilarin cinsiyet ve yas ozellikleri Tablo

3.1.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calisma grubunun yas ve cinsiyete gore dagilimu.

Cinsiyet (n) Yas (y1l)
Gruplar n
K E Ortalama =SS  En diisiik En yiiksek
Kontrol 32 17 15 34,2 + 8.8 20 54
Pterjium 31 18 13 50,5+ 14,2 21 65
Toplam 63 35 28 42,2+ 14,3 20 54

E: erkek, K: kadin, n: 6rnek sayisi, SS: standart sapma.
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3.2. Biyolojik Orneklerin Toplanmasi
3.2.1. Kan

Ornekler sirkadyen ritim degisiklilerini bertaraf etmek amaciyla genellikle
sabah saatlerinde toplanmistir. Antikoagiilan igermeyen laboratuvar tiiplerine
yaklastk 10 ml kan Ornegi alinmistir. Toplanan ornekler dogrudan 11k
maruziyetinden korunarak o6n islemlerin ve analizlerin yapilacagi Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Toksikoloji Anabilim Dali Arastirma

Laboratuvari’na soguk zincir ile getirilmistir.
3.2.2. Gozyas1

Gozyast ornekleri, kan Ornekleri ile eszamanli olarak toplanmistir. Kisilere
herhangi bir anestezi ya da girisim yapilmadan ve g6z irrite edilmeden, gozyasi
ornekleri alinmigtir. Hastalardan alinan gozyasi 6rnekleri pterjiumun oldugu goz
veya gozlerden alinirken, kontrol grubundan alinan go6zyasit  Ornekleri
standardizasyonu saglamak amaciyla her zaman sag gozden toplanmistir. Bu tez
calismasinda, pterjium hastalarinin sayisi1 31 olmasina ragmen, hastalarin bazilarinda
her iki gézde de pterjium oldugu i¢in toplam 35 gozyasi 6rnegi saglanmustir.

2 ul capindaki mikrokapiller bir kilcal yardimiyla goézkapagi kenarindan,
gbzyas1 meniskiisiinden alinan ornekler ependorf tiiplerde toplanmistir. Toplanan
ornekler dogrudan 151k maruziyetinden korunarak Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali Aragtirma Laboratuvari’na soguk

zincir ile getirilmistir.
3.2.3. On islemler

Goz kliniginden alinan ve Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’na getirilen kan
ornekleri 3500 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek serum kisimlarmin ayrim
saglanmistir. Serum Ornekleri ependorf tiiplerde porsiyonlara boliinerek analiz

giinline kadar depolanmaistir.
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Gozyast orneklerine herhangi bir 6n iglem uygulanmamigtir. G6z kliniginden
geldigi ependorflar igerisinde etiketlenerek listelenmis ve bu sekilde depolanmustir.
Biitiin 6rnekler analiz giiniine kadar -20°C’de derin dondurucuda saklanmistir. Analiz

giinli oda sicakligina getirilen 6rneklerde olgiimler gerceklestirilmistir.
3.3. Gerecler
3.3.1. Kimyasal Maddeler

Tez arastirmasinda kullanilan tiim kimyasal maddeler Tablo 3.2.°de

listelenmektedir.

Tablo 3.2. Kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Maddeler Marka
Albiimin Sigma-Aldrich
Asetonitril Sigma-Aldrich
L-Kiniirenin Sigma-Aldrich
L-Triptofan Sigma-Aldrich
Potasyum dihidrojen fosfat Merck
Perklorik asit Riedel-de Haén
Sodyum hidroksit Merck
Neopterin ELISA Kiti IBL

3.3.2. Cozeltiler ve Hazirlamislar

Analizlerde kullanilan biitiin ¢ozeltiler taze olarak hazirlanmis ve oda

sicakliginda kullanilmistir. Kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.3.’de listelenmektedir.
Albiimin Standart Cozeltisi

70 g/l konsantrasyonunda albiimin ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 0,7 g alblimin

tartilip 10 ml’ye deiyonize su ile tamamlanmuistir.
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Asetonitril Iceren 15 mM Potasyum Dihidrojen Fosfat Tamponu, pH: 6,4

2,041 g potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) tartilip %7 (h/h) oraninda
asetonitril icermesi i¢in, 70 ml asetonitril eklenerek deiyonize su ile 1000 ml’ye
tamamlanmistir. 1 N sodyum hidroksit kullanilarak ¢ozeltinin pH degeri 6,4 olacak
sekilde ayarlanmigtir. Hazirlanan ¢ozelti 0,45 pm por c¢apindaki filtreden

stizlilmustr.
1 mM Kiniirenin Stok Cozeltisi
2,08 mg L-kiniirenin tartilip deiyonize su ile 10 ml’ye tamamlanmustir.
1 mM Triptofan Stok Cozeltisi
2,04 mg L-triptofan tartilip deiyonize su ile 10 ml’ye tamamlanmustir.

Tablo 3.3. Analizlerde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozeltiler Yontem

Albilimin standart ¢ozeltisi HPLC
Kiniirenin stok ¢6zeltisi

Potasyum dihidrojen fosfat tamponu, pH: 6,4

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi

Triptofan stok ¢ozeltisi

Analiz tampon ¢ozeltisi ELISA
Enzim konjugati

Kontrol ¢ozeltileri

Neopterin antiserum ¢ozeltisi

Neopterin standart ¢ozeltileri

Reaksiyon durdurma ¢ozeltisi

Substrat ¢ozeltisi

Yikama ¢ozeltisi
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1 N Sodyum Hidroksit Cozeltisi

2 g sSodyum hidroksit (NaOH) tartilip deiyonize su ile 50 ml’ye

tamamlanmustir.
Analiz Tampon Cozeltisi

Analiz tampon ¢ozeltisi fosfat tamponudur ve sigir serum albiimin (bovine
serum albumin, BSA) ve koruyucu madde igermektedir. Kullanima hazir olarak

ELISA kitinin i¢erisinde bulunmaktadir.
Enzim Konjugati

Neopterinin peroksidaz konjugati, fosfat tamponu ve koruyucu madde

icermektedir. Kullanima hazir olarak ELISA kitinin i¢erisinde bulunmaktadir.
Kontrol Cozeltileri

Toplam 2 tane kontrol ¢ozeltisi kullanima hazir olarak ELISA kitinin
icerisinde bulunmaktadir. Kontrol ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari sirasiyla 6,1 ve
25,3 nmol/l olup kitin dogrulugunu degerlendirmek i¢in alt ve iist konsantrasyon
limitleri belirlenmistir (sirasiyla alt limitler 3,2 ve 13,2 nmol/l; st limitler 7,4 ve

27,4 nmol/l).
Neopterin Antiserum Cozeltisi

Antiserum (tavsan), fosfat tamponu ve koruyucu madde igermektedir.

Kullanima hazir olarak ELISA kitinin i¢erisinde bulunmaktadir.
Neopterin Standart Cozeltileri

Bu c¢ozeltiler farkli konsantrasyonlarda neopterin, fosfat tamponu ve
koruyucu madde i¢cermektedir. Toplam 6 tane neopterin standart ¢ozeltisi kullanima

hazir olarak ELISA kitinin igerisinde bulunmaktadir (Tablo 3.4.).
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Tablo 3.4. Necopterin ELISA kiti igerisindeki standart ¢ozeltiler ve

konsantrasyonlart.
Standart Cozeltisi Konsantrasyon (nmol/l)

Standart A 0,00
Standart B 1,35
Standart C 4,00
Standart D 12,00
Standart E 37,00
Standart F 111,00

Reaksiyon Durdurma Cozeltisi

Kullanima hazir olarak ELISA kitinin i¢erisinde bulunan ve konsantrasyonu 1

M olan siilfiirik asit ¢ozeltisidir.
Substrat Cozeltisi

3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB), fosfat tamponu ve koruyucu madde

icermektedir. Kullanima hazir olarak ELISA kitinin i¢erisinde bulunmaktadir.
Yikama Cozeltisi

Tween ve koruyucu madde igermektedir ve 1:20 oraninda kullanilmadan 6nce
seyreltilmistir. Bunun i¢in 50 ml yikama c¢dzeltisi deiyonize su ile 1000 ml’ye

tamamlanarak hazirlanmistir.
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3.3.3. Arag ve Gerecler

Tez arastirmasinda kullanilan arag ve gerecler asagidaki tabloda listelenmistir

(Tablo 3.5.).

Tablo 3.5. Kullanilan arag ve geregler.

Arag ve Gerecler Marka, Modeli

Yiiksek Basingl Sivi Kromatografisi (HPLC)  Agilent, 1100

Bilgisayar HP
Floresans dedektorii Agilent, G1321A
Kolon ACE, C18 silikajel, 250 x 4,6 mm
Otomatik 6rnekleyici Agilent, G 1313A
On kolon Hichrom, C18 silikajel
Pompa Agilent, G 1311A
UV dedektorii Agilent, G1314A
Yazici HP laser, 1310
Buzdolabi1 Arcelik
Deiyonize distile su cihazi Baunstead
Derin dondurucu Argelik
ELISA plak okuyucu Spectra Max M2
Hassas terazi Mettler Toledo, AT201
Magnetik karistirict Dottingen 7801
Mikrosantrifiij Hettich, Mikro 22
Mikropipetler Eppendorf Research, Biohit
pH metre Cyberscan pH 500
Santrifiij Heraeus
Terazi Denver Instrument
Tromp Neuberger
Ultrasonik banyo Transsonic 460/H
Vorteks Janke & Kunkel VF 2

Yatay calkalayici Edmond Biihler BH 2
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3.4. Yontemler

3.4.1. Enzim Bagh Immiinosorbent Analizi (ELISA) Yontemi ile

Neopterin Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum ve gozyasi neopterin konsantrasyonlarini belirlemek i¢in ticari ELISA
kitinin iretici talimatlar1 uygulanmis ve buna gore olgtimler yapilmistir. Kullanilan
ELISA yonteminin esast biyolojik Ornekte aranan antijen (neopterin) ve enzim
isaretli antijenin plaklara kaplanmis antikor i¢in yarismasi ve antijen-antikor
kompleksleri olusturmasina dayanmaktadir.

Serum veya gozyast drnekleri, kontrol ¢ozeltileri ve standart ¢ozeltilerden 20
ul alinarak ELISA plagindaki kuyucuklara aktarilmgstir. Uzerlerine dnce 100 pl
enzim konjugati, daha sonra 50 pl neopterin antiserum ¢dzeltisi eklenmistir. Uzeri
aliminyum folyo ile kapatilarak isiktan korunan plak, oda sicakliginda 90 dk.
boyunca yatay calkalayicida 500 rpm hizda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi bitince kuyucuklardaki icerik uzaklastirilmis ve 300 pl yikama cozeltisi ile 4
defa yikanarak baglanamayan antijenlerin uzaklastirilmasi saglanmistir. 150 pl
substrat ¢ozeltisi eklenerek ve oda sicakliginda tekrar 500 rpm hiz ile 10 dk.
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, her bir kuyucuga 150 pl reaksiyon
durdurma c¢ozeltisi eklenerek 15 dk. igerisinde 450 nm’de optik dansite Ol¢limii

yapilmistir.
3.4.2. Neopterin Diizeylerinin Hesaplanmasi

SoftMax Pro 4.8 isimli ELISA programi kullanilarak neopterin standart
cozeltilerinin konsantrasyonlarina karsilik gelen optik dansite degerlerine gore
kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Bu kalibrasyon egrisinin denklemine gore serum ve
gozyast orneklerindeki neopterin konsantrasyonlar1 hesaplanmis ve her bir neopterin

sonucu nmol/l olarak ifade edilmistir.
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3.4.3. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi (HPLC) Yontemi ile

Triptofan ve Kiniirenin Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum oOrneklerindeki triptofan ve kiniirenin konsantrasyonlar1 eszamanli
olarak Olgiilmiistiir. Analiz giinii oda sicakligina getirilen 100 pl serum ornegi
tizerine, 100 pl asetonitril igeren 15 mM KH,PO, pH: 6,4 tamponu eklendikten sonra
25 ul perklorik asit ilavesi ile eklenerek biyolojik Ornegin igerdigi proteinlerin
¢okmesi saglanmistir. Vortekslendikten sonra 12000 rpm devirde 10 dk.
santrifiijlenmistir. Siipernatandan 150 pl alinarak HPLC’ye enjeksiyon yapilmak
lizere amber viale aktarilmistir. HPLC i¢in kullanilan o6zellikler Tablo 3.6.’da
gosterilmistir. Triptofan ve kinilirenin ve standart ¢ozeltileri i¢in de ayni islemler

yapilarak standart dogrular hazirlanmistir.

Tablo 3.6. Serum triptofan ve kiniirenin analizinde kullanilan HPLC yo6nteminin

ozellikleri (267).
Parametre Ozellik
Sabit faz C18silikajel, 250 x 4,6 mm
Hareketli faz Asetonitril iceren 15 mM KH,PO, tampon ¢ozeltisi pH: 6,4
Akis hizi 0,8 ml/dk.
Akis sicaklig 25°C

Enjeksiyon hacmi 25 ul

Floresans dalga boyu Eksitasyon 285 nm
(triptofan i¢in) Emisyon 365 nm
UV dalga boyu 360 nm

(kiniirenin igin)

3.4.4. Triptofan ve Kiniirenin Diizeylerinin Hesaplanmasi

Triptofan i¢in 10, 20, 50 ve 100 pumol/l; kiniirenin i¢in 2, 4, 10 ve 20 pmol/l;
konsantrasyonlarindaki standart ¢ozeltilere karsilik gelen pik yiiksekliklerine gore
hazirlanan kalibrasyon dogrular1 kullanilarak serum orneklerindeki triptofan ve
kiniirenin konsantrasyonlar: hesaplanmistir. Bu kalibrasyon dogrularinin denklemine

gore serum Orneklerindeki bilinmeyen kiniirenin ve triptofan konsantrasyonlari
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hesaplanmis ve pmol/l olarak ifade edilmistir. IDO aktivitesini degerlendirmek igin
kiniirenin ve triptofan konsantrasyonlarinin orani (kin/trp) pmol/mmol olarak ifade

edilmistir (267).
3.4.5. Kullanilan Yontemlerin Gecgerliliginin Degerlendirilmesi
Geri Kazanim Orani

Rastgele secilen serum Ornegine, konsantrasyonlar1 bilinen triptofan ve
kinlirenin standart c¢ozeltileri eklenerek konsantrasyonlar1 tekrar Ol¢lilmiistiir.
Standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlari triptofan i¢in 10 uM ve 25 pM, kiniirenin i¢in
2 uM ve 5 uM olacak sekilde hazirlanmistir. Elde edilen sonuglara gore yontemin

geri kazanim oran1 hesaplanmis ve % olarak ifade edilmistir.
Tekrarlanabilirlik

Rastgele segilen 3 farkli serum 6rneginde giin igi 3 kez ve giinler aras1 3 kez
tekrarlanmigtir. Elde edilen sonuglar ile giin i¢i ve giinler aras1 varyasyon katsayisi

(VK) hesaplanmis ve % olarak ifade edilmistir.
Duyarhhk

10 uM triptofan ve 2 uM kiniirenin standart ¢ozeltilerinin pik yiiksekliklerinin
standart sapmalar1 kullanilarak nitel ve nicel analiz limitleri belirlenmistir. Bu sayede
kiniirenin ve triptofan i¢in saptanabilir (nitel) ve hesaplanabilir (nicel) tayin sinirlar

ifade edilmistir.
3.4.6. Elde Edilen Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Verilerin istatiksel degerlendirilmesi bilgisayarda istatistik programi
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 11.5 ile yapilmustir. Olgiilen
degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmalarinda, degiskenlerin birbiriyle olan iligkisi
ve Olclilen parametrelere katilimcilarin demografik o6zelliklerinin etkisi istatiksel
olarak degerlendirilmistir.

Parametrelerin normal dagilim gosterip gostermedigi belirlenerek gruplar

arasi ortalamalarin karsilastirilmasi ve elde edilen parametreler arasindaki iliskiler
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uygun testler yapilarak incelenmistir. Elde edilen verilere ait tanimlayici istatistikler
ve bagimli degiskenler arasindaki iliskilerin degerlendirilmesinde Spearman
korelasyon analizi ve basit regresyon analizi uygulanmistir. Gruplar arasi farklar
Kruskal-Wallis  analizi  ile  degerlendirilirken  bagimsiz  alt  gruplarin
degerlendirilmesinde Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Sonuglar aritmetik
ortalama, standart sapma ve standart hata olarak sunulmustur. Yanilma diizeyi 0,05

olarak sec¢ilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Neopterin Standartlarina Ait Kalibrasyon Egrisi

Biyolojik orneklerindeki neopterin diizeyleri standart ¢ozeltiler yardimi ile
hazirlanan kalibrasyon egrisine gore hesaplanmistir (Bkz. Bolim 3.4.2.). Sekil
4.1.°de gosterilen kalibrasyon egrisi kullanilarak serum ve gozyasi orneklerindeki

neopterin konsantrasyonlari tespit edilmistir.

Optik Dansite (450 nm)

=
L]

04 e
1 10 100 1000

Konsantrasyon (nmol/l)

Sekil 4.1. Neopterin standartlarina ait kalibrasyon egrisi.
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4.2. Triptofan ve Kiniirenin Olciimlerine Ait Kromatogram Ornekleri

Triptofan ve kiniirenin standart ¢ozeltilerinin floresans ve UV dedektor
kullanilarak es zamanli Ol¢iimleri sonucunda elde edilen kromatogramlar Sekil

4.2.°de gosterilmektedir.

FLD1 A Ex=286, Em=268 (KT180817\KT180917 201708-18 11-13-371002-0201.D
A
W
12
104
2
27 st :
T T T l T T T I T T T l T T T I T T T l T T T I T T T ] T T T I T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 min
VIWD1 A, Wavelength=280 nm (KT140917\KT 140817 201708-14 10-21-1710040401.D
2 B
mal ]
3
1]
29
1— J
C' 1 . | ’
T T T I T T T T I T T T I T T T I T T T I T T T I T
0 ? 8 10 12 14 16 min

Sekil 4.2. Triptofan (A) ve Kiniirenin (B) standartlarina ait kromatogramlar.

Triptofan igin floresans, kiniirenin igin UV dedektoér kullanilmigtir. Retensiyon zamanlari triptofan
i¢in 13,310; kiniirenin i¢in 8,601 dk.’dir.
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Rastgele secilen bir serum Ornegindeki triptofan ve kindirenin piklerini

gosteren kromatogram Sekil 4.3.’te gosterilmektedir.

FLD1 A Ex=286, Em=266 (KT180817\KT180817 201709-18 11-12-271016-1001.D
A
L
2]
27
154
10
E_
; I ! - :""\_ — IJA. 141 :.//H\H_ T
0 T T T 1 ™7 T R e T
0 2 ¢ b 8 10 12 16 min
VIWD1 & Wavelength=380 nm (KT180817\KT180917 2017-09-18 11-13-27\016-1001.D B
mAl
0.6
/\' i
T T T | F T L PR FREL T B TR T R R |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 min

Sekil 4.3. Serum Ornegindeki triptofan (A) ve kiniirenin (B) piklerini gosteren
kromatogramlar.

Triptofan i¢in floresans, kiniirenin i¢in UV dedektor kullanmilmigtir. Retensiyon zamanlari triptofan
i¢in 13,346; kiniirenin i¢in 8,385 dk.’dir.
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4.3. Triptofan ve Kiniirenin Standartlarina Ait Kalibrasyon Dogrular:

Farkli konsantrasyonlardaki standart c¢ozeltilerin pikleri kullanilarak
konsantrasyona karsit pik yiiksekligini gosteren kalibrasyon dogrulari ¢izilmistir

(Bkz. Bolim 3.4.4.). Standartlara ait kalibrasyon dogrulart Sekil 4.4.’te

gosterilmektedir.
~
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Sekil 4.4. Triptofan (A) ve Kiniirenin (B) standartlarina ait kalibrasyon dogrulari.
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4.4. Triptofan ve Kiniirenin Olciimlerinde Kullamlan Yéntemin

Gecerliliginin Degerlendirilmesi

Rastgele secilen bir serum 6rnegine farkli konsantrasyonlardaki triptofan ve
kiniirenin standart ¢ozeltileri eklenerek HPLC Olgtimleri yapilmistir. Elde edilen
sonuglar degerlendirilerek hesaplanan geri kazanim oranlar1 Tablo 4.1. ve Tablo

4.2.°de gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Triptofan analizinde kullanilan yontemin geri kazanim sonuglart.

Triptofan (umol/l) Standart 1 Standart 2
[k konsantrasyon 33,29 33,29
Eklenen standart konsantrasyonu 12,47 25,33
Beklenen konsantrasyon 45,76 58,62
Belirlenen konsantrasyon 44,94 56,20
Geri kazanim orani (%) 98,22 95,88

Tablo 4.2. Kiniirenin analizinde kullanilan yontemin geri kazanim sonuglari.

Kiniirenin (umol/l) Standart 1 Standart 2
Ik konsantrasyon 0,97 0,97
Eklenen standart konsantrasyonu 2,15 4,84
Beklenen konsantrasyon 3,12 5,81
Belirlenen konsantrasyon 3,05 5,16

Geri kazanim orani (%) 97,72 88,68
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Yontemin tekrarlanabilirligini gostermek amaciyla rastgele segilen serum
orneklerinin giin iginde ve giinler arasinda HPLC Ol¢timleri yapilmistir. Ayni
kosullarda tekrarlanan bu Olgiimler degerlendirilerek giin i¢i ve gilinler arasi
varyasyon katsayilar1 hesaplanmistir. Tablo 4.3. ve Tablo 4.4’de kullanilan yontemin

tekrarlanabilirlik 6zellikleri gosterilmektedir.

Tablo 4.3. Triptofan analizinde kullanilan yontemin tekrarlanabilirlik sonuglari.

Triptofan (umol/l)
Giin I¢i Giinler Arasi
Ortalama + SS % VK Ortalama + SS % VK

Ornek 1 53,58 + 0,35 0,65 55,45 £ 0,24 0,43
Ornek 11 52,34 +£0,28 0,53 52,58 + 1,64 3,12
Ornek I11 63,26 + 0,26 0,41 63,67 £ 2,23 3,50
Ortalama

%VK 0,53 2,35

SS: standart sapma, VK: varyasyon katsayisi.

Tablo 4.4. Kiniirenin analizinde kullanilan yontemin tekrarlanabilirlik sonuglari.

Kiniirenin (umol/l)

Giin Ici Giinler Arasi
Ortalama + SS %VK Ortalama + SS % VK
Ornek 1 1,20 + 0,02 2,06 1,20 + 0,06 5,29
Ornek 11 1,11 + 0,03 2,45 1,32+ 0,26 19,44
Ornek I~ 1,42 +0,02 1,20 1,65 + 0,26 15,61
Oo/or\t/a:(ama 1,01 13,45

SS: standart sapma, VK: varyasyon katsayist.
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Yontemin duyarliligini géstermek amaciyla 10 pM triptofan ve 2 uM
kiniirenin ~ standart ¢ozeltilerinin pik yiiksekliklerinin  standart sapmalari

kullanilmistir. Nitel ve nicel analiz limitleri Formiil 4.1. ve 4.2.ye gore

hesaplanmustir.
Nitel Analiz Limiti = 3,3 x (SS 7 kalibrasyon dogrusunun egimi) (4.2)
Nicel Analiz Limiti = 10 x (SS 7 kalibrasyon dogrusunun egimi) 4.2)

Triptofan i¢in:
Nitel Analiz Limiti = 3,3 x (0,11 7 0,6086) = 0,60 umol/I
Nicel Analiz Limiti = 10 x (0,11 7 0,6086) = 1,82 pmol/l
Kiniirenin i¢in:
Nitel Analiz Limiti = 3,3 x (0,01 7 0,3068) = 0,07 umol/I

Nicel Analiz Limiti = 10 x (0,01 7 0,3068) = 0,22 umol/l
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4.5. Orneklerdeki Neopterin, Triptofan ve Kiniirenin Diizeyleri
4.5.1. Demografik Ozelliklere Gore Elde Edilen Bulgular

Calisma gruplarinda cinsiyet ile neopterin, triptofan, Kkiniirenin
konsantrasyonlar1 ve kin/trp orani arasinda bir iliskinin olup olmadig: arastirilmistir.
Bunun i¢in pterjium ve saglikli kontrol grubu cinsiyete gére hem birbirleri ile hem de
kendi i¢lerinde degerlendirilmistir.

Biitiin katilimcilarda cinsiyete gore degerlendirme yapildiginda asagidaki
sonuclar elde edilmistir:

o Tiim ¢alisma grubunda (pterjium ve kontrol grubu birlikte) erkeklerde dlgiilen
triptofan diizeyleri kadinlara gére anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05).

o Tim c¢alisma grubunda (pterjium ve kontrol grubu birlikte) erkeklerde dlgiilen
serum neopterin, kintirenin ve kin/trp diizeyleri kadinlardan yiiksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (p>0,05).

o Tiim ¢alisma grubunda (pterjium ve kontrol grubu birlikte) kadinlarda 6lgiilen
gbzyas1 neopterin diizeyleri erkeklerden yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmamuistir (p>0,05).

Pterjium grubu cinsiyete gore degerlendirildiginde asagidaki sonuglar elde
edilmistir:

o Pterjium grubundaki kadmnlarin gézyasi neopterin diizeyleri erkek hastalara
gore anlamli yliksek bulunmustur (p<0,05).

o Pterjium grubundaki kadinlarin kin/trp oranlari erkek hastalardan yiiksek
olmasma ragmen aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05).

o Pterjium grubundaki erkeklerin serum neopterin, triptofan ve kiniirenin
diizeyleri kadin hastalardan yiiksek olmasina ragmen aralarinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmamaistir (p>0,05).

Kontrol grubu cinsiyete gore degerlendirildiginde asagidaki sonuglar elde
edilmistir:

o Kontrol grubundaki erkeklerin triptofan ve kiniirenin diizeyleri kadinlara gore

anlaml yiiksek bulunmustur (p<0,05).
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o Kontrol grubunda erkeklerin serum neopterin, gézyasi neopterin ve kin/trp
oranlar1 kadinlardan yiliksek olmasina ragmen aralarinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamuistir (p>0,05).

Kontrol ve pterjium grubundaki kadinlar karsilastirildiginda asagidaki
sonugclar elde edilmistir:

o Pterjlum grubundaki kadinlarin serum neopterin, kiniirenin ve kin/trp
diizeyleri kontrol grubundaki kadinlara goére anlamli yliksek bulunmustur (p<0,05).

o Pterjium grubundaki kadinlarin gozyasi neopterin ve triptofan diizeyleri
kontrol grubundaki kadinlara gore yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak farkli
bulunmamaistir (p>0,05).

Kontrol ve pterjium grubundaki erkekler karsilastirildiginda asagidaki
sonuclar elde edilmistir:

o Pterjium grubundaki erkeklerin serum neopterin diizeyleri kontrol grubundaki
erkeklere gore anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05).

o Pterjlum grubundaki erkeklerin kiniirenin ve kin/trp diizeyleri kontrol
grubundaki erkeklere gore yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak farkli
bulunmamaistir (p>0,05).

o Kontrol grubundaki erkeklerin gbézyasi neopterin ve triptofan diizeyleri
pterjium grubundaki erkeklere gore yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak
farkli bulunmamistir (p>0,05).

Kontrol grubundaki kadinlarda o6lgiilen parametreler birbirleri ile
karsilastirildiginda asagidaki sonuclar elde edilmistir:

o Kontrol grubunda bulunan kadinlarin gézyasi neopterin diizeyleri ile kin/trp
oranlar1 arasinda anlamli pozitif bir iliski bulunmustur (p<0,05). Diger parametreler
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligski bulunamamistir (p>0,05).

Kontrol grubundaki erkeklerde olgiilen parametreler birbirleri ile
karsilastirildiginda asagidaki sonuclar elde edilmistir:

o Kontrol grubunda bulunan erkeklerin serum neopterin diizeyleri ile kiniirenin
diizeyleri ve kin/trp oranlar1 arasinda anlamli pozitif bir iligki bulunmustur (p<0,05).
Diger parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir

(p>0,05).
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Pterjium grubundaki kadinlarda Olglilen parametreler birbirleri ile
karsilastirildiginda asagidaki sonuglar elde edilmistir:

o Pterjium grubunda bulunan kadinlarin serum neopterin diizeyleri ile kiniirenin
diizeyleri arasinda anlamli pozitif bir iliski bulunmustur (p<0,05). Diger parametreler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamuistir (p>0,05).

Pterjium grubundaki erkeklerde Olglilen parametreler birbirleri ile
karsilastirildiginda asagidaki sonuclar elde edilmistir:

o Pterjium grubunda bulunan erkeklerin serum neopterin diizeyleri ile kiniirenin
diizeyleri ve kin/trp oranlar1 arasinda anlamli pozitif bir iliski bulunmustur (p<0,05).
Diger parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir
(p>0,05).

Neopterin, triptofan, kiniirenin diizeyleri ile kin/trp oranlarinin cinsiyete gore
degerlendirilmesi Tablo 4.5., Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da gosterilmektedir.



Tablo 4.5. Orneklerdeki neopterin, triptofan, kiniirenin ve kin/trp diizeylerinin cinsiyete gore degerlendirilmesi.

Ortalama + SH
(Minimum - Maksimum)
Gruplar ' ' .
Neopterin (nmol/l) Triptofan Kiniirenin Kin/Trp

Serum Gozyast (nmol/1) (nmol/1) (nmol/mmol)

K 5,92 +£0,61 3,12+ 0,53 60,98 + 3,20 1,92+0,12 32,65 + 2,69
Kontrol (n:17) (2,75 - 11,79) (1,18 - 8,50) (35,86 - 81,94) (1,14 - 2,84) (21,67 - 63,25)
(n:32) E 7,25+0,81 4,09+0,76 70,83 +£1,88* 2,59 +0,18* 36,68 + 2,62
(n:15) (4,36 - 13,99) (1,10-10,82) (60,42 - 80,94) (1,58 - 3,97) (20,92 - 61,21)

K 8,13+ 0,58 3,92 +0,60* 63,60 + 1,84 2,73+0,11 43,61+2,04
Pterji