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OZET

irfan YAVAS. Multipl Skleroz ve Parkinson Hastalarinda Neopterin Diizeyi ve
Kiniirenin Yolagimin inflamasyon ve Norodejenerasyon Uzerine Etkisi.
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, ileri Norolojik ve Psikiyatrik
Bilimler Programi. Yiiksek Lisans Tezi. Ankara. 2023. Santral sinir sisteminin iki
kronik noérolojik hastaligit olan multipl skleroz ve Parkinson hastaliginin
patogenezinde inflamasyon ve norodejenerasyon yer almaktadir. Pteridin ve
kiniirenin yolaginin inflamasyon ve norodejenerasyondaki roliinii degerlendirmek
amactyla yaptigimiz bu calismada Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi néroloji
klinigine basvuran hastalar arasindan, c¢alismaya dahil olma kriterlerini
karsilayanlardan onam alinarak ii¢ grup olusturulmustur. 37 multiple skleroz, 29
Parkinson hastas1 ve 21 kontrolden olusan ii¢ grup ¢alisilmistir. Multiple skleroz
grubu kendi i¢inde primer progresif, sekonder progresif, relapsing remitting ve naif
multiple skleroz hastalar1 olarak alt gruplara ayrilmistir. Parkinson grubu ise
idiopatik olanlar, GBA mutasyonu ve PARKN mutasyonu olanlar seklinde alt
gruplara ayrilmistir. Idrarda neopterin, yiiksek basingli sivi kromatografi teknigiyle,
serum Orneklerinde neopterin, triptofan, kiniirenin, kinolinik asit ve kiniirenik asit
diizeyleri ise enzim aracilikli immiinosorban assay yontemi ile degerlendirilmistir.
Bakilan metabolitlerde grublar arasinda anlami bir fark bulunmamistir. Multiple
skleroz hastaliginda hastalik Oziirliiliik orami ile serum kiniirenin/triptofan oram
arasinda anlamli korelasyon oldugu bu oranin idrar neopterin diizeyi ile dogru
orantili oldugu goriilmiistiir. Multipl skleroz grubunda hastalik 6ziirliiliik orani ile
kinolinik asit diizeyi arasinda da negatif yonde iliski bulunmustur. Parkinson
hastalig1 riskini etkileyen parametreler arasinda kiniirenin/triptofan ve neopterin
diizeyi anlamli bulunmustur. Parkinson grubunda hoehn yahr evresi ile triptofan
arasinda negatif iliski oldugu gosterilirken idrar neopterin diizeyi ile yas arasinda
negatif, serum kiniirenik asit ve kinolinik asit diizeyi arasinda pozitif yonde
korelasyon oldugu tespit edilmistir. Her iki hastalikta ortak olarak kiniirenin/triptofan

orani anlamli olarak iligkili ¢gikmustir.
Anahtar Kelimeler: Inflamasyon, nérodejenerasyon, pteridinler, triptofan.

Calismaya destek olan kurulus Tiirk Néroloji Dernegi dir.
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ABSTRACT

Yavas, I. The Effect of Neopterin Level and Kynurenine Pathway on
Inflammation and Neurodegeneration in Patients with Multiple Sclerosis and
Parkinson's. Hacettepe University Graduate School Health Sciences Advanced
Neurological and Psychiatric Sciences Program. Master Thesis. Ankara. 2023.
Inflammation and neurodegeneration are involved in the pathogenesis of two chronic
neurological diseases of the central nervous system, multiple sclerosis and
Parkinson's disease. In this study, which we conducted to evaluate the role of
pteridine and kynurenine pathway in inflammation and neurodegeneration, three
groups were formed among the patients who applied to the neurology clinic of
Hacettepe University Faculty of Medicine, by obtaining consent from those who met
the inclusion criteria for the study. Three groups of 37 multiple sclerosis, 29
Parkinson's patients and 21 controls were studied. The multiple sclerosis group is
subdivided into primary progressive, secondary progressive, relapsing remitting and
naive multiple sclerosis patients. The Parkinson group is divided into subgroups as
idiopathic, GBA mutation and PARKN mutation. Neopterin in urine was evaluated
by high pressure liquid chromatography technique, and neopterin, tryptophan,
kynurenine, quinolinic acid and kynurenic acid levels in serum samples were
evaluated by enzyme-mediated immunosorbent assay method. There was no
significant difference between the groups in the metabolites examined. It has been
observed that there is a significant correlation between the disease disability rate and
the serum kynurenine/tryptophan ratio in multiple sclerosis disease, and this rate is
directly proportional to the urinary neopterin level. In the multiple sclerosis group, a
negative correlation was found between the rate of disease disability and the level of
quinolinic acid. Among the parameters affecting the risk of Parkinson's disease, the
ratio of kynurenine/tryptophan and neopterin were found to be significant. While it
was shown that there was a significant correlation between hoehn yahr scale and
tryptophan in the Parkinson group, a negative correlation was found between urinary
neopterin level and age, and a positive correlation between serum kynurenic acid and

quinolinic acid levels.

Keywords: Inflammation, neurodegeneration, pteridins, tryptophan.
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1. GIRIS ve AMAC

Pteridinler, pirimidin ve pirazin halkalarinin birlesmesinden olusmustur.
Konjuge pteridinler ve konjuge olmayan pteridinler olarak iki gruba ayrilir. Konjuge
pteridinler folik asit serilerinde yer alir. Konjuge olmayan pteridinler arasinda ise
biopterin, tetrahidrobiopterin (BH4) ve neopterin vardir (1). Bircok organizmada
sentezlenen pteridinler, pigment, enzimatik kofaktér, immiin sistem aktivasyon
molekiilii olarak calisirlar (2).

Immiin sistem, patojen varliginda, doku hasarinda veya inflamasyon ile
aktive olur. Inflamasyon siirecinde immiin hiicreler arasinda sinyal iletimi icin
sitokinlere ihtiya¢ vardir (2). Hiicresel immiin yanitta rol alan T hiicrelerin {irettigi
sitokinlerden biri de interferon y (IFNy)’dir. IFNy sinyali, makrofaj ve dendritik
hiicrelerde neopterin liretimini artirmaktadir (3). IFNy bunu su sekilde yapmaktadir:
Guanozintrifosfat (GTP) hidroksilasyonu ile pteridin olusumundaki hiz kisitlayici
enzim olan guanozintrifosfat siklohidrolaz (GTPCH)’1 100 kat uyarmaktadir.
Boylece neopterin ve BH4 artis1 olmaktadir (4). BHa4 tirozin, fenilalenin, triptofan
hidroksilasyonunda kofaktor olarak gereklidir (5). Pteridin gerektiren bu enzimler
tizerinden dopamin, norepinefrin, epinefrin, serotonin ve melatonin gibi
norotransmiterlerin diizeyi etkilenir (6). Norotransmiter iiretiminde kullanilmayan
triptofan (Trp) kiniirenine yikilir. Bu katabolizmay1 saglayan indolamin 2,3-
dioksijenaz (IDO) enzimidir. IDO i¢in kofaktor yine BH4’dir. IFNy IDO enzimini de
stimiile ederek triptofan degredasyonu yaparken ayni anda neopterin salinnmina da
neden olmaktadir (7-10). IFNy seviyesinin yiikselmesi ile neopterin artisi, otoimmiin
hastaliklarda neopterinin biyobelirte¢ olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir
(11,12).

Santral sinir sisteminin (SSS) otoimmiin hastaliklarindan olan multipl skleroz
(MS), inflamasyon, demiyelinizasyon, belli oranda aksonal ve néronal hasarlanma ile
karakterize kronik bir hastaliktir (13). SSS’deki miyelin kilifina karsi otoreaktif
lenfositlerin patogenezde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (14). Patogenezi oldukga
farkli olan Parkinson hastaliginda (PH) ise noOrodejenerasyona eslik eden
inflamasyon mevcuttur. Yaglanma ile norodejenerasyonun artisi, inflamasyonun ve

IDO aktivitesinin artist ile iliskili olabilir (15,16). PH patogeneziyle ilgili giincel



hipotezler protein yanlis katlanmasi ve agregasyonu, mitokondriyal hasar, oksidatif
stres yanisira néroinflamasyonu sorumlu tutmaktadir (17-18).

Bu tez ¢alismasinda, patogenezinde farkli inflamasyon mekanizmalarinin rol
oynadig iki kronik norolojik hastalik grubunda, MS ve PH’de, pteridin ve kiniirenin
yolagi degerlendirilmistir. Biyolojik sivilarda mevcut pteridin, triptofan, kiniirenin ve
metabolitlerinin 6l¢iimii i¢in serum ve idrar 6rnekleri kullanilmistir. Bu 6rnekler elde
edilirken MS, PH ve kontrol olmak {izere {i¢ grup olusturulmustur. Bu gruplar kendi
aralarinda alt gruplara ayrilmistir. MS grubu; primer progresif MS (PPMS), sekonder
progresif MS (SPMS) ve ataklarla seyreden relapsing-remitting form MS (RRMS)
olmak {lizere li¢ alt gruba ayrilmistir. PH ise inflamasyonun derecesine gore parkin
mutasyonu olan (PRKN), glukoserebrozidaz mutasyonu olan (GBA) ve idiopatik PH
olarak ti¢ alt gruba ayrilmistir. Bu ii¢ grupta inflamasyon derecesi, patogenezde a
siniiklein patolojisinin ne kadar rol aldigina gore degismektedir. PRKN grubunda o
siniiklein daha az rol alirken, GBA grubunda daha fazla rol almakta ve daha fazla
noroinflamasyon olmasi beklenmektedir. Her ii¢ ana gruba toplam 82 kisi alinmistir.
Kisiler, Hacettepe Universitesi T1ip Fakiiltesi Noroloji Klinigi ndroimmiinoloji ve
hareket bozuklugu polikliniklerine basvuran hastalar ve onlarin saglikli refakatcileri
arasindan c¢alismaya katilma kriterlerine uygun olanlar arasindan segilmistir.
Goriismelerden sonra Hacettepe Universitesi Girigimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu Onayi ile aydinlatilmis onam formlarina gore serum ve
idrar &rnekleri toplanmistir. Idrar neopterin/kreatin orani, serum neopterin, triptofan,
kiniirenin, kinlirenik asit ve kinolinik asit diizeyleri floresans ve ultraviyole
dedektorleri kullanilarak yiiksek basingli sivi kromatografisi ve enzim aracilikli
immiinosorban assay (ELISA) yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Bu caligmada; SSS’nin noroinflamatuar ve ndrodejeneratif grupta olan iki
farkli hastaliginda pteridin ve kiniirenin yolaginin rolii arastirllmistir. Calisma
oncesinde iki hastalik grubu arasinda sonuglarin birbirine benzer, kontrol grubundan
ise farkli olacag: varsanilmistir. Olgiimler ile noroinflamasyon ve ndrodejenerasyon

arasindaki iliski degerlendirilmesi planlanmustir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Pteridin Metabolizmasi

Pteridinler, birbirine ge¢mis pirazin ve pirimidin halkalarindan olusan bisiklik
aromatik yapilardir. 2. ve 4. pozisyonda amino ve karbonil grubu sergileyenler
pterinler olarak isimlendirilir (2). Prokaryot ve 0karyotlarin her ikisinde de GTP’1n
GTPCH ile etkilesimi ile olusurlar (19). ilk kez 1889 yilinda Gowland Hopkins
tarafindan kelebeklerin kanatlarinda, renk veren pigment olarak kesfedilmistirler (20-
1). Yunan kiiltiirlinde kanat anlamina gelen “Pteron” kelimesinden esinlenerek
isimlendirilmistirler (21). Sadece pigment olarak degil ayni zamanda niikleik asit,
aminoasit, ndrotransmiter, nitrojen monoksit (NO) sentezinde enzimler i¢in ko-faktor
ve immiin sistem aktivasyon molekiilii olarak da ¢alisirlar (2).

Pteridinler konjuge olan ve konjuge olmayan pteridinler olarak iki sinifa
ayrilir. Konjuge pteridinler folik asit serilerinde yer alir. Konjuge olmayan pteridinler
ise 6.pozisyondaki hidroksi ya da polihidroksi grubuna gore; biopterin, neopterin,
tetrahidrobiopterin gibi isimler alir (1). Pteridinlerin kimyasal yapilar1 asagidaki
sekilde goriilmektedir (Sekil 2.1).

Konjuge olmayan pteridinler aktif olarak memeliler tarafindan sentezlenir.
Biyosentez GTP ile baglar. GTPCH ile parcalanarak 7.8 dihidroneopterin trifosfata
dontisiir. Bu molekiil sirasiyla 6-piruvoyiltetrahidropterin sentaz ve sepiapterin
reduktaz tarafindan tetrahidrobiopterine (BH4) doniisiir (23). BHa, pteridin gerektiren
enzimler ic¢in hidroksilasyon ko-faktoriidiir. BHa4 stabil bir form olmadigi igin
konjuge olmayan pteridinlerin katabolizma yolagim aciklamak zor olmustur. Ana
metabolitler neopterin ve biopterindir. Neopterin, GTP’in GTPCH araciligiyla
doniistiigli dihidroneopterin trifosfatin defosforilasyonu ile ortaya ¢ikar. Biopterin,
BHa4 oksidasyonu ile sentezlenir (24). Pteridin biyosentezi sekil 2.2 ile gdsterilmistir.

[lk defa 1963 yilinda Kaufman tarafindan, BH4’in fenilalanin
hidroksilasyonunda (PAH) ko-faktor olarak rol aldigi gosterilmistir (1). BH4 kan
fenilalenin seviyelerinin regiilasyonu i¢in ¢ok Onemlidir. Pteridine ihtiya¢ duyan
diger enzimler; tirozin hidroksilaz (TH), triptofan hidroksilaz (TPH), nitrik oksit
sentaz (NOS) dir. TH, tirozini dihidroksifenilalenin (DOPA)’ya doniistiiriir. DOPA



daha sonra dopamin, norepinefrin ve epinefrin biyosentezinde kullanilir. Beyinde

dopamin,
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Sekil 2.1 Pteridinlerin kimyasal yapisi1 (22)
Guanozin trifosfat (GTP)
GTPCH
NEOPTERIN ~ «------ Dihidroneopterin trifosfat
PTPS
Purivoyil Tetrahidrobiyopterin
/ Sepiapterine .. ........
7,8-Dihidrobiyopterin Tetrahidrobiyopterin Phe Tyr Trp
DHPR
L]
: QDPR PAH TH THP
g-dihidrobiyopterin Pterin-4a-karbinolamin Tyr L-Dopa 5-OH-Trp
: PCD / \
v Noradrenalin Dopamin Serotonin
BiYOPTERIN
NAT
Melatonin NAS
HIOMT

Sekil 2.2. Pteridin biyosentezi ve ilgili enzim sitemleri. GTPCH: guanozin trifosfat
siklohidrolaz, PTPS: 6-piirivoyil tetrahidropterin sentaz, DHPR: dihidropteridin rediiktaz, QDPR:
kuinolinat fosforibozil transferaz, PCD: pteridin 4-alfa-karbinolamin dehidrataz, Phe: fenilalanin,
PAH: fenilalanin hidroksilaz, Try: tirozin, TH: tirozin hidroksilaz, Trp: triptofan, TPH: triptofan
hidroksilaz, NAT: N-asetiltransferaz, NAS: N-asetilserotonin, HIOMT: hidroksi indol O-metil
transferaz. (25)



norepinefrin, epinefrin ndronlarinda sentezlenir. Norotransmiter olarak c¢alisirken
periferde sempatik ndronlarda norepinefrin ¢alisir. Adrenal medullada ise epinefrin
ve norepinefrin hormon olarak calisir. TPH, triptofandan (Trp) indolamin sentezler.
Bunlar seratonin ve melatonindir. Seratonin beyinde ndrotransmiter, mast
hiicrelerinde hormon olarak calisir. Melatonin pineal glandda hormon goérevindedir
(Bkz. Sekil 2.2.) PAH, fenilalenin hidroksilasyonu ile tirozine daha sonra da CO2 ve

H>0’ya doniisiir. NOS, arjininden nitrik oksit sentezinde rol alir (6).
2.2. Pteridinler ile Immiin Sistem Iliskisi

1979 yilindan itibaren malign hastaliklarda, pteridin metabolitlerinin,
ozellikle neopterinin idrarla atiliminin arttig1 ile ilgili yaymlar ¢ikmaya baglamistir.
Bu yayinlar neopterinin, immiin sistem sitimiilasyonunun potansiyel bir belirteci
olabilecegine dikkat ¢ekmistir (8). Neopterin, aktive olmus makrofaj, monositlerde
GTPCH aracigiyla GTP’den fretilir. GTPCH hiz kisitlayict enzimdir. Dogal
oldiiriicii (NK) hiicreler ve T hiicrelerin tirettigi IFNy, tiimor nekroz faktér (TNFa)
ve lipopolisakkaritler GTPCH enzimini indiikleyerek neopterin iiretimini artirir (21-
26). Bu sebeple neopterin hiicre aracilikli immiinitenin énemli bir biyogdstergesidir
(27). Neopterin sadece insan ve primatlarin aktive olmus makrofajlarinda iiretilir,
buradan plazmaya ve daha sonra idrara gecer (28). Immun sistem aktivasyonu ile

neopterin sentezi Sekil 2.3. ile gosterilmistir.

_ Makrofaj veya
0 dendritik
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Sekil 2.3. Immiin sistem aktivasyonu ile neopterin biyosentezi (25).



Serum neopterin diizeyi saglikli kisilerde 2.6-8.7 nmol/L arasindadir (29).
Neopterin sadece idrar ile atilir. Ortalama atilan miktar 1.58umol/1.2L/giin’diir.
Neopterin klerensi ise saglikli bireylerde, 225ml/dk olarak hesaplanmstir (27). Idrar
su icerigi gilin i¢inde aktiviteye gore degistigi i¢in, idrar neopterin profili kreatine

oranlanarak, beraber degerlendirilir (30).
2.3. Kiniirenin Yolag1 ve Beyindeki Etkisi

Neopterin iiretimini indiikleyen IFNy ayni zamanda triptofan yikimini da
indiikler. Triptofan protein sentezinde kullanilir ya da TPH ile serotonine doniisiir.
Senteze katilmayan Trp, kiniirenin (Kyn) yolagiyla katabolizmaya ugrar (9, 31).
IFNy, makrofaj ve diger hiicrelerde Trp’1 katabolize eden indolamin 2,3-dioksijenaz
(IDO) enzimini indiikler (32). Trp diizeyi diiserken Kyn diizeyi artar. IFNy nin,
zararli patojenlerin konakgida yasamasi i¢in gerekli olan Trp’1 IDO araciligiyla
tiiketmesi, organizmanin enfeksiyonu baskilamaya yonelik immiin aktivitsinin bir
pargasidir. IDO kiniirenin yolagi (KY) ile immiin sistemin diizenlenmesine katki
saglamaktadir (33-4). Kyn/Trp oran1 IDO aktivitesini gosterir. Enfeksiyon, kanser,
otoimmiin hastaliklar gibi bir¢ok patolojide neopterin artist ile Kyn/Trp oranindaki
artis dogru orantili bulunmustur (35-7). Neopterin ve Kyn/Trp orani arasinda bulunan
bu iliski, endojen IFNy iiretimi ile baglantilidir (38). Kanser, enfeksiyon, ndrolojik
hastaliklar, depresyon, anksiyete, multipl skleroz, romatoid artrit gibi hastaliklarda

KY aktivitesi artar (39). KY Sekil 2.4 ile gosterilmistir.

Serotonin 5-hidroksitriptofan —— > Serotonin
o / (5-HT)
Triptofan

Kintirenin —— > 3-hidroksikintirenin ———> Kinolinik asit

| | |

Kintirenik asit Ksantiiremik asit NAD*

Kinlirenin
yolagi

Sekil 2.4. Kintirenin yolag (25).



Kiniirenin yolak metabolitleri bir¢ok fizyolojik durumda rol almaktadir. Hem
beyin hem periferde, hiicre i¢i veya hiicre dis1 reseptorlere etki ederler. Glutamat
veya nikotinik  asetilkolin  reseptdr  aktivitesini = degistirerek  eksitator
norotransmisyonu etkileyebilirler (40). Etraflarindaki immun hiicrelerde aril
hidrokarbon reseptdr transkripsiyonunda rol alarak immiin yanitlara etki edebilirler
(41). KY son tiriinii nikotinamid adenin diniikleotid (NAD™) enerji metabolizmasi ile
iliskili 6nemli bir ko-faktordiir (42). Beyinde astrosit ve mikroglialarda, KY
metabolitlerinin ¢ogu 3-hidroksikiniirenin (3-HK)) sentezler (43). Saglikli hiicrelerde
3-HK, serbest radikaller iireterek ndrdejenerasyon ve noronal apoptozise sebep olur
(44). Etkilenmis hiicrelerde 3-HK kiniireninaz ile kinolinik aside (QUIN) doniisiir.
QUIN, norotoksite ve noronal disfonksiyonda potasiyel bir role sahiptir (45). Kyn,
kiniirenik asite (KYNA) doniistiigiinde ise bu metabolit, QUIN ve diger
eksitotoksinlerin etkisini durdurucu bir rol oynar (43-4). Kyn’in birbirine zit etkisi
olan bu iki metabolitinin orani, glutamaterjik iletiyi ve N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptorleri araciligryla gerceklesen eksitotoksiteye karsi koruyucu etkiyi degistirir.

Bu bulgular KY fizyolojik durumlarda 6nemli role sahip oldugunu gosterir (46).
2.4. Kiniirenin Yolaginin Immiin Regulasyondaki Rolii

Kiniirenin yolagindaki (KY) hiz kisitlayici enzim olan IDO metabolik immiin
regiilasyona katkida bulunur. Bunu iki sekilde yapar. 1) Kyn iiretir, sekrete edilen
Kyn komsu T hiicrelerde aril hidrokarbon reseptér (AhR) iizerinden etki eder. 2) Trp
seviyesini azaltarak, amino asit (a.a) diizeyine duyarli sinyal iletim yolaklarini
tetikler (47). Trp eksikliginin yanisira Kyn gibi metabolitlerin apoptotik etkileriyle,
patojenlerin ¢ogalmasinin yani sira T hiicrelerin mitojen stimiilasyona cevabi da
inhibe edilir (48). Trp seviyesinin diigmesi dendritik hiicrelerin (DH) fonksiyonlar
tizerinde de onemli etkiye sahiptir. DH olgunlagsma derecesine gore lenfositlerin
antijene yanitin1 aktive edebilir ya da sunulan antijene toleransi indiikleyebilir.
Calismalarda sitotoksik T lenfosit antijen 4 (CTLA4)’lin dendritik hiicrelerdeki IDO
ekspresyonunu IFNy ile artirdigi ve onlar1 tolerojenik DH’e doniistiirdiigii
gosterilmistir (49).

Farkli hiicrelerde IDO ifade etme potansiyeli olmasina ragmen, bu &zellik

antijen sunan hiicreler (ASH) olan DH, makrofaj, B hiicre ile sinirlandirilmistir. Bu



hiicreler inflamatuvar sitimulusta hizli ve yliksek seviyede IDO ifade ederler (50).
Olusan Kyn, AhR iizerinden immiin siipresif etki ortaya cikarir. Forkhead box
(Fox)p3"™ T regulatuvar (Treg) hiicreye doniisiimii artirir (51). Bununla birlikte
antitimor immiin yanit1 baskilar (52) ve DH’in immiin yanit gelistirme 6zelligini
azaltir (53). IDO’nun ikinci etkisi Trp diizeyini diisiirerek, amino asit (a.a) diizeyine
duyarli GCN kinaz (general control nonderepressible 2) ve mTOR (mammalian
target of rapamycin) yolaklarini tetikleyerek immiin regiilasyon etki gdstermesidir.
GCN kinaz aktive oldugunda, (elF)2a (eukaryotic initiation faktor 2«) fosforile olur
ve birgok mRNA tiiriiniin ribozomal translasyonunu bloke eder (54). CD8" T
hiicrelerinde hiicre siklusunu durdurur ve fonksiyonel anerjiye neden olur (55). CD4"
T hiicrelerinde ise GCN2, proinflamatuvar Th17 farklilasmasini bloke eder, Treg
farklilasmasini de nova saglar ve matur Treg hiicrelerin siipresor etkisini aktive eder
(56-9). Boylece Th17 yolu siiprese olurken, Treg farklilasmasi ve aktivitesi artarak,
Treg/Th17 dengesi, Treg lehine bozulmus olur (58). mTOR yolagi da a.a seviyesi
diisiince aktive olur ve Treg ve efektor T hiicreleri lizerinden inflamatuar durumu
inhibe eder (59). IDO yolaginin immiin regiilasyon etkisi Sekil 2.5.’de 6zetlenmistir.
IDO aktivitesi yaslandik¢a artar. Yaslanma ile iligkili hastaliklarda, diisiik grade
inflamasyon ve IDO aktivitesindeki artisin katkida bulundugu kanitlanmistir (60).
Inflamasyonun yasla artis1, KY aktivitesini gii¢lendirerek, fazla QUIN iiretimi ile
norodejenerasyona katkida bulunuyor olabilir (61). Bu sebeple Parkinson hastaligi

(PH) gibi nérodejeneratif hastaliklar yaglanma ile artar (62-72).
2.5. Parkinson Hastalig1 ve Kiniirenin Yolag:

Parkinson hastaligi (PH) kronik nérodejeneratif bir hastaliktir. Sunbstantia
nigra pars compactada (SNpc) ndron kaybi ile sonuglanir. Bazal ganlionlardaki
dopamin eksikligi parkinsonizmin motor semptomlar1 ile karakterize hareket
bozukluguna yol acar (73). SNpc i¢indeki dopaminerjik ndronlardaki bozulma,
intrastoplazmik, eosinofilik, alfa siniiklein igeren Lewy body isimli cisimciklerin
birikimi ile karekterizedir (74). PH patogenezi i¢in onerilen giincel hipotezler, protein
yanlis katlanmasi ve agregasyonu, mitokondriyal hasar, oksidatif stres ve

inflamasyondur (18,75). Patolojisinde hem apoptoz hem otofaji goriiliir (76).
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Sekil 2.5. IDO yolaginin immiin regiilasyon etkisi.

Parkinson hastaligi (PH) etyolojisinde gen mutasyonlarinin fonksiyonunun
anlasilmasi, herediter formlarda yeni yolaklara 1sik tutmustur. Bunlardan PINK1
(PARK6) ve Parkin (PARK2) otozamal resesif (OR) parkinsonizme neden olurlar
(77). PINK1 ve Parkin mitokondri kalite kontroliinde beraber c¢aligirlar ve
parkinsonizmi Onlerler. Parkin ubiquitin ligaz aktivitesi mitokondrilerde otofajide rol
alir. PINK burada Parkin’in fosforilasyonunda ve yer degistirmesinde yardimci olur.
Mutasyon  durumunda  hasarli  mitokondiler  otofaji  yoluyla  ortadan
kaldirilamadigindan, mitofajideki yetmezlik serbest oksijen radikallerinin ortamdan
uzaklagtirilamamasi ile oksidatif streste artisa neden olarak ndrodejenerasyona ve
PH’1na sebep olur (78-9).

Son zamanlarda mitofaji ile ilgili yapilan c¢aligmalarda Parkin ve PINKI1
mutasyonu ya da eksikligi olan farelerde mtDNA polimeraz defekti tespit edilmistir.
Parkin mutasyonu olan farelerde, patojenlere karst koruyucu ve adaptif immiinite
aktivasyonunda santral rol oynayan, interferon genlerinin stimiilatérii (STING)
kaybina bagli inflamasyonda artig goriilmiistiir. Parkin ve PINKI1 mitofaji ile

inflamasyon ve ndrodejenerasyondan koruyucu bulunmustur (80).
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Parkinson hastaliginda genetik faktorler yatkinlik yaratsa da cevresel
faktorler, yaglanma ve immiin durum hep beraber inflamasyonu tetikler. PH’da
yapilan ¢ok sayida calismada substantia nigrada IFN y ve inflamatuar sitokinlerin
seviyesinin yiikseldigi gosterilmistir (81). T lenfosit ve mikroglialar tarafindan
tiretilen IFN y, dopaminerjik néronlar1 koruyucu etki gosteriyor olabilir. MPTP ile
indiiklenen Parkinson modellerinde IFNy ’nin 6nemi kaydedilmistir (82).

Klinik gozlemler ve ¢aligmalarla ortaya c¢ikan bir diger risk faktori
glukoserebrozidaz (GCase) mutasyonudur (83-5). Glukoserebrosidaz enzimi GBA
geni tarafindan kodlanan lizozomal hidrolaz enzimidir. OR eksikliginde Gaucher
hastalizi (GH) ortaya cikar. Ug tipi vardir: tip 1 non-ndronopatik, tip 2 akut
noronopatik, tip 3 ise kronik ndronopatiktir (86). Bu mutasyonlar GH yaninda PH
icin de risk faktorii olusturur. GCase, mutasyon sonucu, hatali siniiklein molekiilleri
endoplazmik retikulum (ER)’dan lizozoma tasmamaz, ER’da birikir ve lizozom
fonksiyonunun ortaya c¢ikmamast PH ile iligkilidir. GCase enzim aktivitesi ve
lisosoma transportunun azalmasi siniikleinopatiler i¢in risk faktoridiir (87). PH grubu
ile saglikli bireyleri karsilagtiran caligmalarda beyin dokusunda (88-9), beyin
omurilik sivis1 (BOS)’da (90) ve kanda (91) GCase seviyesinin diisiik oldugu
bulunmustur. Pluripotent kok hiicreden elde edilen noronal modellerde, GCase
inhibitorleri ile tedavide siniiklein agregatlarinda artis oldugu goriilmesi ile GBA
mutasyonu ile PH iligkisinin altinda siniikleinopati oldugu diistiniilmiistiir (92).

Siniiklein ile dogal immiin sistem arasindaki baglanti i¢in ¢ok sayida kanit
vardir. Insan astrosit ve makrofaj kiiltiirlerinde lipopolisakkarit (LPS) ve IL1pS
stimiilasyonu sonrasi siniiklein ifadesinin arttig1 gosterilmistir (93). Noronlardan
salinan siniiklein tool like receptor (TLR) agonist etki eder (94). Son ¢alismalarda «
siniikleinin PH”da Th ve CD8" T hiicre aktivasyonuna etki ettigi, adaptif
tiimmiinitede de rol aldig1 6ne siirtilmiistiir (95).

Parkinson hastaliginda QUIN seviyesinin artmasi, a siniiklein (a syn)
birikimine neden olan metabolik birikimlerde ve néronal toksite gelisiminde rol alir
(96). Aksine Alzheirmer hastaligi ve PH’da BOS KYNA diizeyinin diigiik oldugu
bulunmustur (97). Metil fenil tetrahidropridin (MPTP) ve 6 hidroksidopamin (6
OHDA) PH modellerinde toksiteden kiniirenin amino transferaz (KAT-1) ve KYNA

aktivitesindeki diigmenin sorumlu oldugu gosterilmistir (98). 2017 yilinda yapilan bir
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calismada PH’da Trp seviyesinin distiigii, Kyn, Kyn/Trp, antralinik asit (A.A) ve
KYNA degerlerinin kontrollerden yiiksek oldugu gosterilmistir (99). Yakin tarihte
yapilan c¢alismalarda ise PH’da QUIN/KYNA oran1t ve QUIN seviyesi yiiksek
bulunmustur (100-1). Bu sonuglar PH’daki ndrodejenerasyonda inflamasyonun da

katkis1 olabilecegini desteklemektedir.
2.6. Multipl Skleroz, Pteridin ve Kiniirenin Metabolizmasi

Inflamasyonun patagenezde 6nemli rol aldigi hastaliklardan birisi de MS
hastaligidir. MS, genetik ve ¢evresel etmenlerin rol aldigi kronik inflamatuar
demyelinizan norodejeneratif otoimmiin bir hastaliktir (102). MS hastalar1 siklikla
ataklarla- relapsing remitting hastalik gidisi (RRMS) ve yillar i¢cinde progresif siirece
gecis (SPMS) gosterir. Bazi hastalarda ise, ataklt donem goriilmeden progresif siireg
goriiliir (PPMS) (103). Klinik ve patolojik olarak MS plaklar1 Charcot, Carswell ve
Cruveilhier’den giiniimiize incelenmis ve MS etyopatogenezi hala netlik
kazanmamistir (104). MS’de, demiyelinizan plaklarin olusumunda hiicresel immiin
aktivasyonun tetikleyici olarak gorev yaptig1 bilinmektedir. Neopterin diizeylerinin
bu hastalarin atak donemini degerlendirmede objektif bir labaratuvar bulgusu olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir (105).

Bugiine kadar MS hastalarinda yapilan ¢alismalarda idrar neopterin diizeyinin
progresyon ve ataklarla arttigi gosterilmistir (106). Bagnato F. ve arkadaslarinin
yapmis oldugu calismada ise MS klinik relaps sirasinda neopterin {iriner atilimi
yiiksek bulunurken, kan seviyeleri klinik ve magnetik resonans (MR) dlgiimleri ile
korele  bulunmamistir ~ (107).  Anlasilmaktadir  ki; MS’de  neopterin
degerlendirmesinde tartigmali sonuglar bulunmustur. MS’de inflamasyon belirteci
olarak idrarda neopterin diizeyine bakilan baska bir calismada, yorgunluk ve
inflamasyon arasindaki iliski arastirilmistir. flging olarak bu calismada PPMS
grubundaki hastalar daha az yorgun cikarken, inflamasyon ve yorgunluk arasinda
direk iliski bulunmamistir (108).

Multipl skleroz hastalarinda tedavi yanitin1 degerlendirmek i¢in idrar
neopterin diizeyini c¢alisan arastirmalar da yapilmistir. Rejdak K. ve ark. PPMS
hastalarinda IFN beta-1a tedavisi alanlari, kontrol grubuyla karsilastirarak 24 ay

boyunca, idrar neopterin ve nitrik oksit metabolit atilimini takip etmislerdir. Sonugta,
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IFN beta-1a tedavisi alan ve Expanded Disability Status Scale (EDSS) skoru stabil
olan MS hastalarinda idrar neopterin/kreatin oran1 (UNCR), progresyon gosterenlerle
karsilastinnldiginda anlamli yiiksek bulunmustur. Uriner neopterin IFN betala
tedavisini PP-MS de etkilerini monitdrize etmede potansiyel bir biyobelirte¢ olarak
degerlendirilmistir (109).

Multipl skleroz i¢in tek bir tami testi yoktur. Tami klinik belirtiler ve MR
bulgularinin bir araya getirilmesiyle konulmaktadir. Bu yonteme alternatif bir yol
olmadigindan hareket ederek, uzun donem degerlendirme i¢in biyobelirte¢ arayigina
giren arastirmacilar, toplamasi kolay, maliyeti diisiik idrar Orneklerinde
calismiglardir. Bu amacla Dapson ve ark. 39 hastada BOS ve idrar ornekleri
toplamiglardir. BOS oligoklonal bant (OCB), kappa, lambda hafif zincir (FLC),
ubiquitin ve neopterin Slgiimleri yapmislardir. Sonugta 16 hastada OCB (+) ¢ikarken,
OCB ile BOS FLC arasindaki iligki dogrulanmistir. BOS neopterin diizeyi ile
ozellikle BOS lambda olmak tizere FLC arasinda iliski gosterilmistir. Benzer sekilde
iiriner neopterin/kreatin orani ile Uriner FLC/protein arasinda da gii¢lii bir iliski
bulunmustur. BOS OCB ve FLC, MS’de intratekal B ve plazma hiicre aktivasyonunu
gostermesi acisindan Onemlidir. BOS neopterin diizeyi ile olan iliski hiicresel
immiiniteyi gostermesi acisindan anlamlidir. Bu sonu¢ MS’in ¢ok yonlii immiin
aktivasyonunu gostermektedir (110).

Multipl skleroz immiinopatolojisi alanindaki metabolomiks c¢aligmalarinda,
degisikliklerden sorumlu olabilecek 44 metabolit ve 6 yolak tespit edilmis olup bu
yolaklardan birisi de triptofan yolagidir. Mikrobiota kaynakli triptofan yikim
triinlerinin deneysel alerjik ensefalit (EAE) modellerinde plazmada arttig
gosterilmistir (111). Triptofan diizeyi MS’de diiserken IDO araciligyla kiniirenin ve
metabolitlerine doniisiim, KY ile artmaktadir. IDO, IFNy araciligiyla mikroglia,
monosit ve makrofajlarda ifade edilmektedir (112). EAE modellerinde aktive olmus
monosit diizeyinin 6nce periferik kanda yiikseldigi daha sonra kan beyin bariyenin
bozulmasi ile beyin parankimine gog¢ ettigi gosterilmistir. Bu goc EAE semptom
siddeti ile iligkili bulunmustur (113-5). MS hastalifindaki demiyelinizan plaklarda
aktive olmus monosit ve monositten doniisen makrofajlar (MDMs) mevcuttur. Bu
aktive olmus hiicrelerdeki artmis KY enzim aktivitesi inflamasyona yaniti

diizenlemede rol alabilir (109). KY aktivasyonunun artmasi norotoksik metabolit
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olan QUIN diizeyini de artirmaktadir. MS fare modellerinde serum QUIN ve
Kyn/Trp diizeyi artis1 gosterilmis, hastalik siddeti ile de iliskili bulunmustur (110).
RRMS hastalarinda ise relaps doneminde, remisyon donemine gore daha yiiksek
QUIN diizeyi oldugu gosterilmistir (111). Buna karsilik néroprotektif metabolit olan
KYNA, MS hastalarinin BOS 6rneklerinde kontrollerden diisiik bulunmustur (112-
4). MS patogenezinde, KY norotoksik metabolitleri QUIN ve 3-HK katkida
bulunabilir.

Kinolinik asit (QUIN), néral hiicreler iizerinde toksik degildir. Inflamatuar
cevrede seviyesi yiikseldiginde (300nM, kronik siire¢lerde 100nM bile yeterlidir)
toksik olmaya baslar (122). QUIN norotoksitesi, MS’deki inflamasyonla iligkili ¢ok
sayida norodejeneratif stiregte yer alir. QUIN norotoksik etkisi NMDA reseptorleri
tizerinde agonist etki ile hiicre igine kalsiyum girisini artirmas: yaninda serbest
radikal dretimini artirarak Ozellikle oligodentrosit ve noronlar {izerinden
norodejenerasyona katkida bulunur (123). Hiicre igine kalsiyum girisinin artmast,
nitrik oksit iiretiminin armasi ile mitokontriyal hasar ve programlanmis hiicre 6limii
olur (124).

Kiniirenin metabolizmasi birgok ¢calismada MS hayvan modellerinde, EAE ile
farelerde ve MS hastalarinda idrar, serum ve BOS diizeyleri ¢aligilmistir (111, 125-
27). Yeni tarihli bir ¢alismada 47 RRMS hastasi, 43 kontrol ile idrar ornekleri
tizerinden karsilastirildiginda; kontrollere gore hasta grubunda idrar Kyn ve Kyn/Trp
orant diisiik ¢ikmistir. Trp metabolitleri ile yas ve hastalik siireci arasinda iliski
bulunmazken, EDSS ile idrar Trp, Kyn/Trp orani1 arasindaki iliski anlamh
bulunmustur (128). Bu calismay1 yapan arastirmacilar sonuglar1 birlestirdiginde
MS’in erken doneminde Kyn’e doniisiimiin azaldig1 seklinde yorumlamistir. Kyn’in
AhR iizerinden immiinregulator etkisi (129), CD4" T hiicrelerin Treg hiicrelere
dontstiigii (130) hipotezinden yola c¢ikarak idrar Kyn ve Kyn/Trp oranmin
diismesinin hastaligin erken déneminde, Treg disfonksiyonu ile katkida bulundugunu
ifade etmislerdir. Bu sonuglar Lim ve ark. MS hastalarinin serum oOrneklerinde
bulduklart yiiksek Kyn/Trp oram ile farklidir (131). Bu farklilik degisik biyolojik
orneklerde ¢alisilmasina, metabolizmanin farkli fazlarini yansitmasina ya da viicudun

farkli kisimlarinda enzimlerin aktivitelerinin farkli olmasina yorulmustur. Bu durum
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Trp metabolizmasinin kan, idrar ve BOS oOrneklerinde farkli sonuglar veren
caligsmalar oldugunu gostermektedir.

Calismamizda inflamasyonun pteridin ve Trp metabolizmasi iizerine etkisini
hem idrar hem serum Orneklerinde calismak amaglanmisti. Bu amag igin
inflamasyonun 6n planda oldugu MS ve noérodejenerasyonun 6n planda oldugu
PH,iki hasta grubuyla, kontrol grubunu karsilastirmak istenmistir. Boylece pteridin,
Trp ve KY metabolitlerinin inflamasyon gostergesi olarak degeri, norodejenerasyona
katkisi, hastalik derecesi ile iliskisi degerlendirilebilecektir. inflamasyonun

tetikledigi ndrodejenerasyonun patogenezine etkileri aydinlatilmaya ¢aligilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Gruplarinin Tammlanmasi
Bu tez calismasinda drneklerin toplanmasi islemi Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali’nda, Orneklerle ilgili olglimler Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 21 Haziran 2022 tarih, 16969557-1223 sayil,
karar n0:2022/11-39 onay1 ile gerceklestirilmis ve calisma siiresince Helsinki
Bildirgesi ilkeleri takip edilmistir. Etik kurul onayi ile aydinlatilmig onam formuna
gore kan ve idrar ornekleri toplanmustir.
Ornekler Ekim 2022- Mart 2023 tarihleri arasinda toplanmistir. 18 yas alt1
cocuk grubuna girdiginden caligmaya alinmamustir. Dejenertif hastaliklar geg
yaslarda da baslayabildigi icin iist yas smir1 konulmamstir. Ornekler MS, PH ve
kontrol grubu olarak {i¢ gruba ayrilarak se¢ilmistir. Patogenezinde inflamasyon ya da
norodejenerasyonun 6n planda olmasina gore MS ve PH gruplar kendi i¢inde iig alt
gruba ayrilmistir MS grubu RRMS, SPMS, PPMS, PH ise parkin mutasyonu olanlar,
GBA mutasyonu olanlar ve idiopatik PH (IPH) alt gruplarina ayrilmigtir. Her alt
grupta aymi sayida birey olmasina ve olabilecek maksimum kisiye ulasilmaya
calisilmistir. Her grupta 30 kisi olmasi hedeflenmistir. Bu sekilde etki biiyiikligi
0.35, %80 giig, %S5 tip 1 hata miktari ile katilim saglanmustir.
Calismaya dahil edilme kriterleri:
e MS hastalig1 tanis1 almisg olmak
e RRMS alt grubu;

o Ataklar halinde seyreden,

o Ataklardan sonra tam ya da tama yakin diizelen.
e SPMS alt grubu;

o llk ataklardan sonra iyilesmenin azaldig1 ya da olmadi§1 hastalar,

o Beyin goriintiilemelerinde kontrastlanmanin azaldigi ya da olmadig:

hastalar,

o Beyin goriintilemelerinde, beyin voliiminde azalma goriilen,

norodejenerasyonun on plana ¢iktig hastalar,

o Son alt1 ay iginde atak gecirmeden progresyon gosteren hasta olmak.
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e PPMS alt grubuna;
o 1 yil, ataktan bagimsiz progresyon gdsteren hastalar,
o Asagidakilerden 2’si olan hastalar
1.  MS tipik (periventrikiiler,  kortikal/jukstakortikal  veya
infratentoryal) alanlarda > 1 lezyon,
ii.  Spinal kordda > 2 lezyon,
iii.  BOS spesifik OKB varlig1.

PH nedeniyle takip edilen hastalar genetik test sonuclarina gore
o PRKN mutasyonu olanlar
o GBA mutasyonu olanlar

o Idiopatik PH olmak.

Katilimcr onam formu daldurmak.

Goniilliileri diglama kriterleri:
e Alzheimer hastalig1 ve diger demans bulgular1 olan hastalar
e Otoimmiin hastalig1 olanlar. SLE, DM, Sjogren, Behget v.b
e Enfeksiyon tanisi ve tedavisi alanlar
e Psikiyatrik bozuklugu bulunanlar
e Malignite tan1 ve tedavisi altindakiler
¢ Beyin goriintiilemesinde tiimdr, vaskuler olay, kompresif lezyon olanlar
e Malabsorbsiyon sendromlar1, B12 eksikligi olanlar
e HTLV-1, HIV miyelopatisi olanlar
e Lyme hastalig1, sarkoidoz tanisi olanlar
e Genetik kokenli 16kodistrofisi olanlar
e Parkinson plus sendromu olanlar
Goniilliillerin  ¢alismadan  ¢ikarilma kriteri  sorumlu hekim kararina

birakilmistir. Bu ¢alisma, gozleme dayali karsilagtirmali bir ¢alismadir.
3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali MS ve hareket
bozukluklar1 poliklinigine bagvuran, MS ve PH teshisi olan, katilimci olmay1 kabul

edip onam formunu imzalayan goniillillerden alinan kan ve idrar ornekleri 1giktan
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korunarak, soguk zincir ile korunarak Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakolojik Toksikoloji Anabilim Dali Aragtirma Labaratuvari’na getirildi. Kan
ornekleri 4000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiij edilerek serum ayirildi. Serum
ornekleri kiigiik porsiyonlara ayrilarak eppendorf tiipler icerisinde, analiz giliniine
kadar derin dondurucuda -20°C’de saklandi. Orneklerin toplanmasi, transferi,

saklanmas1 ve 6l¢lim asamalarinda giin 15181indan korunmasina 6zen gosterildi.

3.3. Yontemler

Serum neopterin, QUIN, KYNA diizeyleri ticari ELISA kitleri kullanilarak
belirlendi. Idrar neopterin, biyopterin ve kreatinin konsantrasyonlar1 ise es zamanl
olarak floresans ve ultraviyole (UV) dedektorleri kullanilarak yiiksek performansl
stvi kromatografisi (YBSK, HPLC) ile dlgiildii. Serum Trp ve Kyn diizeyleri de es

zamanli floresans ve UV dedektorleri kullanilarak YBSK ile belirlendi.
3.3.1. Neopterin Diizeylerinin Belirlenmesi

Analiz giinli, dondurucudan ¢ikarilan ve oda sicaklifina getirilen serum
ornekleri vortekslendi ve homojen olarak karigmalar1 saglandi. Serum 6rnekleri,
standart ve kontrol ¢ozeltilerinin her birinden 20 ul alinarak ELISA plag:
kuyucuklarmna ilave edildi. 100 ul enzim konjugati ¢ozeltisi ve 50 ul neopterin
antiserum plak kuyucuklarina ilave edildi. Plagin iizeri kapatild1 ve 1s1iktan korunarak
oda 1s1sinda yatay calkalayicida 500 devir/dk’da 90 dakika inkiibasyona birakildi. 90
dakika sonunda kuyucuklardaki c¢ozeltiler uzaklastirildi ve hazirlanan yikama
cozeltisinden her seferinde 300 ul kullanilarak 5 kez yikandi. Her bir kuyucuga 150
ul TMB substrat ¢ozeltisi eklendi ve plak oda sicakliginda, 1siktan korunarak, yatay
calkalayicida 500 devir/dk hizda 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra her bir
kuyucuga 150 pl durdurma ¢ozeltisi eklendi. Durdurma ¢ozeltisi ilavesinden itibaren
10 dakika i¢inde ELISA plak okuyucuda 450 nm dalga boyunda optik dansiteler
olgiildii.

3.3.2. Neopterin Diizeylerinin Hesaplanmasi
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Sonuglar degerlendirilirken neopterin diizeylerine karsilik gelen optik dansite
degerleri Soft Max Pro4.8 programina girildi. 4-parametre yontemi kullanilarak
kalibrasyon dogrusu hazirlandi ve Orneklerdeki neopterin konsantrasyonlari

hesaplandi ve nmol/L olarak ifade edildi. Kalibrasyon ornegi Sekil 3.1.°de

gosterilmigtir.
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Sekil 3.1. Neopterin kalibrasyon egri 6rnegi.
3.3.3. Triptofan ve Kiniirenin Diizeylerinin Belirlenmesi

Triptofan ve kinilirenin diizeylerinin belirlenmesinde Widner ve ark.nin
yontemi kiiciik degisiklikler yapilarak kullanilmigtir (126). Her bir serum 6rneginden
200 pl alinarak 200 ul 0,015 M KH2POs4 tamponu, pH: 6,4 ilave edildi. 50 ul
perklorik asit ¢ozeltisi (%70, h/h) ile protein ¢oktiirme islemi yapildi. Tiipler
vortekslenmeyi takiben 10 dakika siireyle 13.000 devir/dk’da santrifiijlendi. 400 ul
siipernatan alinarak viallere aktarildi. 25 pl hacimde HPLC enjeksiyonu yapildi.
Hareketli faz olarak 0,8 ml/dk akis hizinda 0,015 M pH: 6,4 KH2POs tamponu
kullanildi. Triptofan diizeyleri floresan dedektor (eksitasyon dalga boyu 285 nm,
emisyon dalga boyu 365 nm) ile, kinilirenin diizeyleri ise es zamanli olarak
ultraviyole dedektor (dalga boyu 360 nm) ile tespit edildi. Triptofan ve kiniirenin
diizeyleri hazirlanan kalibrasyon dogru denklemi kullanilarak pmol/L olarak

hesaplandi. indolamin 2,3-dioksijenaz aktivitesini ifade etmek igin, her bir drnekteki
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kiniirenin konsantrasyonu, Ornekteki triptofan konsantrasyonuna oranlanarak

(Kyn/Trp) umol/mmol seklinde ifade edildi.

3.3.4. Triptofan ve Kiniirenin Standart Kalibrasyon Dogrularinin

Hazirlanmasi

4 farkli konsantrasyonda hazirlanan triptofan ve kiniirenin stok ¢ozeltileri, her
birinden 25’er ul olacak sekilde otomatik 6rnekleyici ile sisteme yiiklendi. Standart
konsantrasyonlara karsilik gelen pik yiiksekleri kullanilarak kalibrasyon dogrulari
hazirlandi.  Orneklerdeki  triptofan ~ ve  kiniirenin  konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde, standartlarla hazirlanan kalibrasyon dogru denklemleri kullanildi.
Triptofan ve kiniirenin standart ¢ozeltilerine ve rastgele secilen bir serum Ornegine

ait pik ornekleri Sekil 3.2.”de verilmistir.
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Sekil. 3.2. Triptofan (12,5 uM) ve kiniirenin (2,5 puM) standartina (A) ve serum

ornegine (B) ait kromatogramlar.

Hareketli faz: %7 (h/h) asetonitril i¢ceren 0,015 M KH,PO4, pH: 6,4 Tamponu. Akig hizi: 0,8 ml/dk. A)
Floresan dedektor: Triptofan (Aeks: 285 nm, Aem: 365 nm) B) UV dedektér: Kiniirenin, A: 360 nm.

Cesitli  konsantrasyonlarda hazirlanan standart triptofan ve Kkiniirenin
cozeltileri ile kalibrasyon dogrusu hazirlanmistir (Sekil 3.3). Validasyon calismalari
ile tim serum orneklerindeki triptofan ve kiniirenin diizeyleri, ilgili kalibrasyon

dogrusuna ait denklem kullanilarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.3. Triptofan (A) ve kiniirenin (B) standartlarina ait kalibrasyon dogrulari.
3.3.5. Kinolinik Asit Diizeylerinin Belirlenmesi

Analiz gilinli, dondurucudan c¢ikarilan ve oda sicakligina getirilen serum
ornekleri vortekslendi ve homojen olarak karismalari saglandi. Plagin kuyucuklarina
serum Orneklerinden 40 pl, standartlardan 50 pl ilave edildi. Kor olarak kullanilacak
kuyucuga higbir ¢ozelti ilave edilmedi. Serum 6rneklerinin iizerine 10 ul biyotin
isaretli kinolinik asit antikor c¢ozeltisi ilave edildi. Kor kuyucuklar1 hari¢ olacak
sekilde standart ve Ornek kuyucuklarina 50 pl streptovidin HRP ¢ozeltisi ilave
edilerek plagin tizeri kapatildi ve 37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi. 60
dakika inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki ¢ozeltiler uzaklastirildi ve hazirlanan
yikama ¢ozeltisinden her seferinde 300 ul kullanilarak plak 5 kere yikandi. Her bir
kuyucuga 50 pl kromojen A ¢ozeltisi ve 50 ul kromojen B ¢ozeltisi eklendi ve plak
hafifce calkalandiktan sonra 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
her bir kuyucuga 50 pl durdurma cozeltisi ilave edilerek reaksiyon durduruldu.
Durdurma ¢ozeltisi ilavesinden itibaren 10 dakika i¢inde ELISA plak okuyucuda 450

nm dalga boyunda optik dansiteler 6l¢tildii.
3.3.6. Kinolonik Asit Diizeylerinin Hesaplanmasi

Sonuglar degerlendirilirken kinolonik asit diizeylerine karsilik gelen optik
dansite degerleri Soft Max Pro4.8 programina girildi. 4-parametre yOntemi
kullanilarak  kalibrasyon dogrusu hazirlandi  ve Orneklerdeki neopterin
konsantrasyonlar1 hesaplandi ve ng/ml olarak ifade edildi. QUIN kalibrasyon egri
ornegi Sekil 3.4.de gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Kinolonik asit kalibrasyon egri 6rnegi.
3.3.7. Kiniirenik Asit Diizeylerinin Belirlenmesi

Analiz gilinli, dondurucudan c¢ikarilan ve oda sicakligina getirilen serum
ornekleri vortekslendi ve homojen olarak karismalari saglandi. Plagin kuyucuklarina
serum Orneklerinden 40 pl, standartlardan 50 pl ilave edildi. Kor olarak kullanilacak
kuyucuga hicbir ¢ozelti ilave edilmedi. Serum oOrneklerinin tizerine 10 ul biyotin
isaretli kiniirenik asit antikor ¢ozeltisi ilave edildi. Kor kuyucuklar1 hari¢ olacak
sekilde standart ve Ornek kuyucuklarina 50 pl streptovidin HRP ¢dzeltisi ilave
edilerek plagin tizeri kapatildi ve 37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi. 60
dakika inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki ¢ozeltiler uzaklastirildi ve hazirlanan
yikama ¢6zeltisinden her seferinde 300 ul kullanilarak plak 5 kere yikandi. Her bir
kuyucuga 50 pl kromojen A ¢ozeltisi ve 50 ul kromojen B ¢ozeltisi eklendi ve plak
hafifce calkalandiktan sonra 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
her bir kuyucuga 50 pl durdurma cozeltisi ilave edilerek reaksiyon durduruldu.
Durdurma ¢ozeltisi ilavesinden itibaren 10 dakika i¢inde ELISA plak okuyucuda 450

nm dalga boyunda optik dansiteler 6l¢iildii.
3.3.8. Kiniirenik Asit Diizeylerinin Hesaplanmasi

Sonuglar degerlendirilirken kiniirenik asit diizeylerine karsilik gelen optik

dansite degerleri Soft Max Pro4.8 programina girildi. 4-parametre yOntemi
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kullanilarak  kalibrasyon dogrusu hazirlandi  ve Orneklerdeki neopterin

konsantrasyonlar1 hesaplandi ve nmol/ml olarak ifade edildi.

Standard Curve
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Sekil 3.5. Kiniirenik asit kalibrasyon egri 6rnegi.
3.3.9. istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler “Statistical Package for the Social Sciences”(SPSS27)
istatistik yazilimi kullanilarak degerlendirildi. Neopterin, triptofan, kiniirenin,
kiniirenik asit, kinolonik asit diizeyleri ve Kyn/Trp oranlar1 aritmetik ortalama ve
standart sapma ile gosterildi. Tanimlayic1 istatistikler ve bagimli degiskenler
arasindaki iligki korelasyon analizi ve lojistik regresyon analizi ile degerlendirildi.
Alfa degeri 0,05 olarak segilerek, p<0,05 istatistiksel olarak anlamli énemli kabul
edildi. Bulgularin yorumlanmasinda frekans tablolar1 ve tanimlayici istatistikler
kullanilmustir.

Normal dagilima uygun Ol¢lim degerleri igin parametrik yontemler
kullanilmigtir. Parametrik yontemlere uygun sekilde, ii¢ veya daha fazla bagimsiz
grubun Ol¢lim degerleriyle karsilastirilmasinda “ANOVA” test (F-tablo degeri)
yontemi kullanilmustir.

Normal dagilima uygun olmayan dl¢lim degerleri i¢in parametrik olmayan
yontemler kullanilmigtir. Parametrik olmayan yontemlere uygun sekilde, iki

bagimsiz grubun 6l¢iim degerleriyle karsilastirilmasinda “Mann-Whitney U” test (Z-
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tablo degeri); iic veya daha fazla bagimsiz grubun Olglim degerleriyle

karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis H” test (y*>-tablo degeri) yontemi kullanilmistir.
iki nitel degiskenin birbiriyle iliskilerinin incelenmesinde “Pearson-y>” ¢apraz

tablolar1 kullanilmigtir. MS ve Parkinson risk durumunu etkileyen faktorlerin

belirlenmesinde “Binary Lojistik Regresyon: Backward LR analizi yapilmustir.
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4. BULGULAR

Demografik dagilima bakildiginda gruplara gore cinsiyet acgisindan anlamli
fark yok iken yas (y1l) acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir
(x*=9,686; p=0,008). Anlaml1 farkin hangi gruptan kaynaklandigimn tespit etmek igin
yapilan Bonferroni diizeltmeli ikili karsilagtirmalar sonucunda; MS grubundakiler ile
Parkinson grubundakiler arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir. Parkinson
grubundakilerin yaslar1 (yil), MS grubundakilere gore anlamli diizeyde daha yiiksek
oldugu belirlenmistir.

Gruplara gore BKi (kg/m?) degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik tespit edilmistir (F=5,066; p=0,008). Anlamli farkin hangi gruptan
kaynaklandigini tespit etmek i¢in varyanslarin homojenligi dikkate alinarak yapilan
Tukey ikili karsilastirmalar sonucunda; MS grubundakiler ile Parkinson
grubundakiler arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir. Parkinson grubundakilerin
BKI (kg/m?) degerleri, MS grubundakilere gore anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu

belirlenmistir. Gruplara gore bazi nicel parametreler Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Gruplara goére bazi nicel parametrelerinin karsilagtirilmasi.

Grup MS (n=37) (D Parkinson (n=29) @ Kontrol (n=20) ® istatistiksel
Degisken X+S.S. Medyan X+S.S. Medyan X+S.S. Medyan analiz*
[IQR] [IQR] [IQR] Olasilik
Yas (yil) 440051414 460  55.65:12.19 53,0  48.50:849 475 79,686
[25.5] [17.0] [10,5] p=0,008
[1-2]
Hastalik 10,02+8,27 9,0 9,69146,91 7,0 - - 7=-0,175
siiresi (y1l) [13,5] [10,5] p=0,861
BKi (kg/m?)  25,18+3,89 248 28274345 279  27,112480 259 F=5,066
[5.2] [5,1] [6,5] p=0,008
[1-2]
Sigara 12,56+8,51 12,5 15,82+13,78 10,0 13,00+7,75 15,0 x?=0,166
(adet/giin) [15.5] [17.0] [17.,0] p=0,921
Sigara (y1l) 19,06+13,07 20,0 20,09+8,81 20,0 20,29+11,64 20,0 v*=0,135
[223] 16.0] [8,0] =0,935

*Normal dagilima sahip olan verilerde ii¢ veya daha fazla bagimsiz grubun &lglim
degerleriyle karsilastirilmasinda “ANOVA” test (F-tablo degeri) istatistikleri kullanilmigtir. Normal
dagilima sahip olmayan verilerde iki bagimsiz grubun 6l¢iim degerleriyle karsilastiriimasinda “Mann-
Whitney U” test (Z-tablo degeri); ii¢ veya daha fazla bagimsiz grubun karsilagtirilmasinda “Kruskal-
Wallis H” test (y>-tablo degeri) istatistikleri kullamlmistir.
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Gruplarin egitim diizeyi, ameliyat Oykiisii, kronik hastalik, primer hastalik
disindaki kullandiklar1 ek ilaglar gibi genel oOzellikler arasindaki iliskilerin

incelenmesi Tablo 4.2.’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Gruplar ile genel 6zellikler arasindaki iligkilerin incelenmesi.

MS grubu Parkinson Kontrol grubu Istatistiksel

Degisken (n=37) grubu (n=20) analiz*

(n=29) Olasihk

N % n % N %

Egitim diizeyi
[lkokul veya alt1 5 13,5 12 41,4 2 10,0
Ortaokul 3 8,1 3 10,3 - - v¥=14,426
Lise 7 18,9 2 6,9 2 10,0 p=0,025
Lisans veya tizeri 22 59,5 12 41,4 16 80,0
Sigara kullanma
Evet 18 48,6 11 37,9 7 35,0 v=1,271
Hayir 19 51,4 18 62,1 13 65,0 p=0,530
Ameliyat oyKkiisii
Yok 16 43,2 13 44,8 10 50,0 $*=0,244
Var 21 56,8 16 55,2 10 50,0 p=0,885
Kronik hastalik
Yok 21 56,8 14 48,3 12 60,0 =0,773
Var 16 43,2 15 51,7 8 40,0 p=0,680
ila¢ kullanma
Yok 19 51,4 19 65,5 13 65,0 v*=1,702
Var 18 48,6 10 34,5 7 35,0 p=0,427

*1ki nitel degiskenin birbiriyle iliskilerinin incelenmesinde “Pearson-y>” ¢apraz tablolar1 kullanilmustir.

Gruplar ile egitim diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki tespit
edilmistir (y*=14,426; p=0,025). MS grubundaki 22 kisinin (%59,5) ve kontrol
grubundaki 16 kisinin (%80,0) lisans/iizeri egitim diizeyinde oldugu, Parkinson
grubunda olan 12 kisinin (%41,4) ise ilkokul/alt1 egitim diizeyinde oldugu
belirlenmistir. Egitim diizeyi ilkokul/alt1 olanlarin agirlikli olarak Parkinson
grubunda oldugu, lise ve lisans/iizeri grubunda olanlarin ise agirlikli olarak MS
grubunda oldugu belirlenmistir.

Gruplar ile sigara kullanma, ameliyat 0ykiisii, kronik hastalik durumu ve ilag
kullanim durumu arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski yoktur (p>0,05).
Hastaliklara gore kullanilan ilaglarin dagilimi Tablo 4.3.’de gosterilmistir. PH
grubunda madopar, amantadin, rasajilin en ¢ok tercih edilen ilaglar olurken MS
grubunda tedavi icin en ¢ok ocrelizumab ve fingolimod kullanildigi gériilmiistiir. Bu

iki tedavi de gii¢lii immiinsupresyon yaptiklari i¢in ¢alismamiz agisindan dnemlidir.
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Ilaclar

N %
Parkinson grubu
Madopar 17 58,6
Amantadin 20 69,0
Rasajilin 13 44,8
SSRI 6 20,7
Rivastigmin 3 10,3
Ropinirole 7 24,1
Madopar HBS 6 20,7
Clozapine 1 3,4
Levodopa, karbidopa, entakopone 10 34,5
Ketiapin 6 20,7
Dideral 2 6,9
Pramipeksol 10 34,5
Klonozepam 3 10,3
Baklofen 1 3.4
Klozapin 1 3.4
Domperidon 3 10,3
Pribedil 1 34
Karbidopa/levodopa SR 1 34
MS grubu
Okrelizumab 21 56,8
Baklofen 2 5,4
Tizanidin 1 2,7
Fampiridin 1 2,7
Fingolimod 4 10,8
Azatioprin 1 2,7
Amitriptilin 1 2,7
Inteferon 2 5,4
Teriflunamid 2 5,4
Dimetil fumaram 1 2.7

*1ki nitel degiskenin birbiriyle iliskilerinin incelenmesinde “Pearson-y>” ¢apraz tablolar1 kullanilmustir.

4. 1. Neopterin Diizeyleri

Neopterin diizeyleri ELISA kit kullanma kilavuzu ile hazir standart ¢ozelitiler

ile yapilan Ol¢limlerde elde edilen verilerin kalibrasyon dogrusu kullanilarak

hesaplanmistir. Gruplara goére neopterin diizeyinin dagilimi Sekil 4.1.’de, ortalama

degerleri Tablo 4.4.’te gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Gruplara gore serum neopterin diizeyleri.
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Tablo 4.4. Serum neopterin diizeylerini gruplara gore ortalama degerleri.

Kontrol (n=20) MS (n=37) Parkinson (n=29)
Median Median Median
Mean=SD (Min-Max) Mean+SD (Min-Max) Mean=SD (Min-Max)
Neopterin 8.06 6.72 6.8
(molL) | 2258 1 4 68-18.45) | BIBESIS | 3933857 | 7926 | 36 148)

4. 2. Triptofan ve Kiniirenin Diizeyleri

Serum Kyn, Trp ve Kyn/Trp oranlarimin gruplara goére ortalama diizeyleri

Tablo 4.5.°te, gruplara gore dagilimi ise sirayla Sekil 4.2, 4.3. ve 4.4.te

gosterilmistir.

Tablo 4.5. Gruplara gore Kyn, Trp, Kyn/Trp ortalama degerleri.

Kontrol (n=20) MS (n=37) Parkinson (n=29)
Median Median Median
Mean+SD (Min-Max) Mean+SD (Min-Max) Mean+SD (Min-Max)
Trp 57.62 55.65 587312, | 59.85
umotL) | 8016927 1 4y 04:77.04) | PO TEILTH (3650 86 .4) 59 | (34.28-80.45)
Kyn 2.17 229 241
@motL) | 229039 1 qg1315) | 22700 | 04364) | 200 (149-4.16)
Kyn/Trp 37.08 39.16 44.45:10. | 4081
(umol/L) | 3463 | 96 6250 80) | HOTFIZI2 1 0040831 51 | (27.53-69.47)
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Sekil 4.3. Serum kiniirenin diizeylerinin gruplara gore dagilimi

28



29

50.00—

60.007

KyniTrp (umol/mmol)

40.00—

20.00-

L

38

|

T
Kontrol

MS
Tam

Sekil 4.4. Serum Kyn/Trp oranlarinin gruplara gore dagilima.

4.3. Kinolonik Asit Diizeyleri

T
Parkinson

Kinolonik asit diizeyleri ELISA kiti icinde bulunan stoktan hazirlanan

standart ¢ozelitiler ile yapilan ol¢limlerde elde edilen verilerin kalibrasyon dogrusu

kullanilarak hesaplanmistir. Gruplara gore QUIN dagilimi Sekil 4.5.°te, bulunan

ortalama degerler ise Tablo 4.6.’da gosterilmistir.

Tablo 4.6. Gruplara gore serum kinolinik asit diizeyleri.

Kontrol (n=20) MS (n=37) Parkinson (n=29)
Median Median Median
Mean£SD | o Mayx) | M€ | rin Maxy | MeaESD | i Max)
QUIN 8.11 9.43 7.73
(ng/ml) 14.99+10.45 (5.5-38.03) 14.77+12.8 (2.82-52.58) 11.61+£12.48 (2.16-54.32)
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Sekil 4.5. Serum kinolik asit diizeylerinin gruplara gore dagilimu.

4.4. Kiniirenik Asit Diizeyleri

Kiniirenik asit diizeyleri ELISA kiti icinde bulunan stoktan hazirlanan standart

cozelitiler 1ile yapilan Olglimlerde elde edilen wverilerin kalibrasyon dogrusu

kullanilarak hesaplanmigtir. Serum KYNA diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil

4.6.’da, gruplara gore ortalamalar1 ise Tablo 4.7.”de gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Serum kiniirenik asit diizeylerinin gruplara gore dagilimi.



Tablo 4.7. Serum kiniirenik asit ortalamalarinin gruplara gore dagilima.
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Kontrol (n=20) MS (n=37) Parkinson (n=29)
Median Median Median
Mean+SD (Min-Max) Mean+SD (Min-Max) Mean+SD (Min-Max)
KYNA 2.31 1.78 1.75
mmovmn) | 3372 | (1.0s8.18) | 3312 | qota108) | 72 | (0.47-1095)

4.5. Idrar Neopterin Diizeyleri

Idrar &rneklerinde calisilan neopterin diizeylerinin gruplara gore dagilimi

Tablo 4.8.’de 6zetlenmis ve Sekil 4.7.’de gosterilmistir. p=0,7

Tablo 4.8. Idrar neopterin diizeylerinin gruplara gore dagilima.

N

Mean

Standard
Deviation

Minimum |Maximum|Median

25

Percentile|Percentile

75

Tani1 |Kontrol

Idrar

Neopterin
(umol/mol
Kreatinin)

20

159,03 40,03

102,07

267,88

158,42

131,65

170,48

MS

Idrar

Neopterin
(umol/mol
Kreatinin)

37

174,04 (59,72

95,91

398,93

158,00

142,35

209,65

Parkinson

Idrar

Neopterin
(umol/mol
Kreatinin)

29

162,99 48,46

92,42

293,34

155,82

131,93

187,94

Total

Idrar

Neopterin
(umol/mol
Kreatinin)

86

166,82(51,81

92,42

398,93

157,28

134,05

185,55
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Sekil 4.7. idrar neopterin diizeylerinin gruplara gore dagilimu.
Gruplara gore serumdaki Trp (umol/L), Kyn (umol/L), Kyn/Trp
(umol/mmol), Neopterin (nmol/L), KYNA (nmol/ml) ve QUIN (ng/ml) agisindan

istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (p>0,05). Gruplara gore serum laboratuvar

bulgularinin karsilastirilmasi Tablo 4.9.’da gosterilmistir.

Tablo 4.9. Gruplara gore serum laboratuvar bulgularinin karsilastirilmasi.

Grup MS (n=37) Parkinson (n=29) Kontrol (n=20) Istatistiks
X+S.S. Medya X+S.S. Medya X+S.S. Medya elanaliz®
Degisken n n n Olasihik
[IQR] [IQR] [IQR]
Trp 56,16+11,7 55,7 58,73+12,5 59,9 60,57+9,23 58,5 F=1,057
(umol/L) 3 [19,0] 9 [21,0] [15,5] p=0,352
Kyn 2,2740,50 2,29 2,54+0,58 2,41 2,25+0,37 2,18 F=2,929
(umol/L) [0,6] [0,7] [0,6] p=0,059
Kyn/Trp 41,57+12,1 39,2 44,45+10,5 40,8 38,16+8,52 36,4 v*=4,207
(umol/mm 1 [11,4] 1 [14,5] [15,9] p=0,122
)
Neopterin 8,18+5,95 6,7 7,92+2,60 6,8 9,15+3,71 8,0 ¥*=3,405
(nmol/L) [3,9] [3,7] [4,2] p=0,182
KYN A 3,31+2,94 1,78 2,59+2,71 1,75 3,33+2,24 2,42 ¥*=3,325
(umol/ml) [3,7] [1,1] [4,4] p=0,190
QUIN 14,76£12,8 9,4 11,61+12,4 7,7 14,67+10,2 8,2 v*=4,401
(ng/ml) 0 [13,1] 8 [6,8] 8 [16,9] p=0,111

*Normal dagilima sahip olan verilerde li¢ veya daha fazla bagimsiz grubun &l¢im degerleriyle
karsilastirilmasinda “ANOVA” test (F-tablo degeri) istatistikleri kullanilmistir. Normal dagilima sahip
olmayan verilerde “Kruskal-Wallis H” test (y3*>-tablo degeri) istatistikleri kullamlmsgtir.
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Multipl skleroz alt gruplarina gére Trp (umol/L), Kyn (umol/L), Kyn/Trp
(umol/mmol), Neopterin (nmol/L), KYNA (nmol/ml) ve QUIN (ng/ml) agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (p>0,05). MS alt gruplarinda laboratuvar

bulgularinin karsilastirilmasi Tablo 4.10.’da gdsterilmistir.

Tablo 4.10. MS alt gruplarina gore laboratuvar bulgularinin karsilastirilmasi.

MS grubu PPMS (n=11) RRMS (n=11) SPMS (n=11) Istatistiks
X+S.S. Medya X+S.S. Medya X+S.S. Medya el analiz*
Degisken n n n Olasihik
[IQR] [IQR] [IQR]
Trp 57,16+14, 55,0 56,56+13, 62,9 51,69+7,5 52,5 F=0,685
(umol/L) 12 [23,8] 21 [25,7] 7 [11,4] p=0,512
Kyn 2,34+0,49 2,19 2,14+0,63 2,24 2,18+0,39 2,22 ¥*=0,317
(umol/L) [0,4] [1,0] [0,7] p=0,853
Kyn/Trp 43,07+14, 39,2 39,45+15, 37,9 42,2146,0 41,3 $*=3,292
(umol/mmo 64 [13,6] 95 [13,5] 6 [8,1] p=0,193
)
Neopterin 10,03+9,7 7,8 7,61+£3,93 6,7 6,067+£3,16 5,5 v=1,418
(nmol/L) 3 [5,2] [4,8] [2,0] p=0,492
KYNA 2,42+1,97 1,65 4,44+3,19 3,26 2,57+£2,70 1,69 *=4,576
(nmol/ml) [0,7] [4,6] [0,6] p=0,101
QUIN 10,97+6,9 9,4 19,40+14, 12,2 11,98+12, 8,2 ¥*=5,064
(ng/ml) 5 [3,4] 02 [20,2] 27 [6,0] p=0,080

*Normal dagilima sahip olan verilerde “ANOVA” test (F-tablo degeri) istatistikleri kullanilmustir.
Normal dagilima sahip olmayan verilerde ii¢c veya daha fazla bagimsiz grubun 6l¢iim degerleriyle
karsilastirilmasinda “Kruskal-Wallis H” test (y>-tablo degeri) istatistikleri kullanilmustur.

Parkinson grubundakilerin alt gruplarina gére Trp (umol/L), Kyn (umol/L),
Kyn/Trp (umol/mmol), Neopterin (nmol/L), KYNA (nmol/ml) ve QUIN (ng/ml)
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (p>0,05). PH alt gruplarinin
labaratuvar bulgularinin karsilagtirilmasi Tablo 4.11.°de gdsterilmistir.

Uc ana gruba, MS alt gruplarma, PH alt gruplarina gore laboratuvar
bulgularinda tek degiskenli analizlerde anlamli fark ¢ikmamasina ragmen sinirda
anlamliliklar olabilecegi diisiiniilerek “Binary Lojistik regresyon” c¢ok degiskenli
analizi uygulanmistir. Buna bagli olarak MS grubundakilerde; MS durumunu
etkileyen faktorlerin incelenmesinde anlamli bir parametre bulunamamisken,
Parkinson durumunu etkileyen faktorlerde anlamli parametreler mevcut olup Tablo
4.12.°de belirtilmistir. PH risk durumuna gore yapilan Backward:LR lojistik
regresyon analizi sonucunda; tiim laboratuvar bulgular1 kullanilarak optimal model
tabloda verilmistir. Modelde; Kyn/Trp (umol/mmol) degerinin, Parkinson riskini
etkileyen Onemli bir parametre oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Kyn/Trp
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(umol/mmol) degeri 1 birim arttifinda, Parkinson riski %12,3 artacaktir (OR=1,123).
Ayni sekilde, Neopterin (nmol/L) degerinin, Parkinson riskini etkileyen onemli bir
parametre oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Neopterin (nmol/L) degeri 1 birim
arttiginda, Parkinson riski % 24,9 azalacaktir (OR=0,751).

Tablo 4.11. PH alt gruplarina gore laboratuvar bulgularinin karsilagtirilmasi.

Parkinson GBA (n=9) IP (n=10) PARK (n=10) Istatistiks
X+S.S. Medya X+S.S. Medya X+S.S. Medya el analiz®
Degisken n n n Olasihik
[IQR] [IQR] [IQR]
Trp 60,21£13, 53,1 58,82+11, 60,4 57,31£13, 57,4 F=0,118
(umol/L) 92 [26,9] 37 [16,9] 66 [21,1] p=0,890
Kyn 2,27+0,48 2,33 2,85+0,71 2,75 2,47+0,42 2,46 F=2,796
(umol/L) [0,4] [1,1] (0,71 p=0,079
Kyn/Trp 38,74+7,2 40,3 49,83+13, 49,4 44,23+7.8 40,6 F=3,022
(umol/mmo 4 [14,1] 04 [20,3] 7 [13,3] p=0,066
)
Neopterin 8,03+2,40 7,9 7,88+3,37 6,7 7,86+2,12 7,1 F=0,011
(nmol/L) [3,7] [3,4] [4,1] p=0,989
KYNA 1,85+0,95 1,65 2,46+3,16 1,26 3,40+3,29 1,91 ¥*=3,657
(nmol/ml) [0,8] [1,7] [2,6] p=0,161
QUIN 8,77+4,01 8,1 12,07+15, 6,4 13,71+14, 8,4 ¥*=0,843
(ng/ml) [5.,9] 65 [10,0] 56 [13,6] p=0,656

*Normal dagilima sahip olan verilerde li¢ veya daha fazla bagimsiz grubun &lgim degerleriyle
karsilastirilmasinda “ANOVA” test (F-tablo degeri) istatistikleri kullanilmistir. Normal dagilima sahip
olmayan verilerde {i¢ veya daha fazla bagimsiz grubun o&lglim degerleriyle karsilastiriimasinda
“Kruskal-Wallis H” test (y>-tablo degeri) istatistikleri kullamlmistir.

Tablo 4.12. PH risk durumu baz alinarak kurulan Lojistik Regresyon modeli.

95% Giiven
Degisken B S.H. Wald Sd P OR Arahg (OR)

Alt Ust

Kyn/Trp (umol/mmol) 0,116 0,046 6,389 1 0,011 1,123 1,026 1,228
Neopterin (nmol/L) -0,287 0,138 4,311 1 0,038 0,751 0,573 0,984
Sabit -1,967 1,521 1,671 1 0,196 0,140

CCR=75,5% Y 8=4,634; p=0,796

MS grubunda EDDS skoru ile Trp (umol/L), Kyn (umol/L), Neopterin
(nmol/L) ve KYNA (nmol/ml) agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur
(p>0,05).MS grubundakilerin EDDS skoru ile Kyn/Trp (umol/mmol) pozitif yonde,
zaylf derecede ve istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edilmistir (r=0,352;
p=0,033). Kyn/Trp (umol/mmol) arttikca, EDDS skoru artacaktir. MS grubunda
EDDS skoru ile QUIN (ng/ml) negatif yonde, zayif derecede ve istatistiksel olarak
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anlamli iligki tespit edilmistir (r=-0,375; p=0,022). QUIN (ng/ml) arttikgca, EDDS
skoru azalacaktir.

Parkinson grubundakilerin Hoehn Yahr evresi ile Trp (umol/L) negatif yonde,
zayif derecede ve istatistiksel olarak anlamli iligski tespit edilmistir (r=-0,456;
p=0,013). Trp (umol/L) azaldik¢a, Hoehn Yahr evresi artacaktir.

Parkinson grubundakilerin Hoehn Yahr evresi ile Kyn (umol/L), Kyn/Trp
(umol/L), Neopterin (nmol/L), KYNA (nmol/ml) ve QUIN (ng/ml) agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (p>0,05). Hastalik evresi ile metabolik
degerler arasindaki iliski Tablo 4.13.’de gosterilmistir.

Tablo 4.13. Hastalik evresi ile metabolik 6l¢iimler arsindaki iliski.

Korelasyon* MS (n=37) Parkinson (n=29)

Degisken EDSS skoru Hoehn Yahr evresi
Trp (umol/L) r -0,131 -0,456

P 0,439 0,013
Kyn (umol/L) r 0,120 -0,157

P 0,480 0,417
Kyn/Trp (umol/mmol) r 0,352 0,277

P 0,033 0,146
Neopterin (nmol/L) r 0,039 -0,215

p 0,821 0,262
KYNA (nmol/ml) r -0,271 -0,03

P 0,105 0,987
QUIN (ng/ml) r -0,375 0,047

p 0,022 0,807

*Normal dagilima sahip olmayan iki nicel degiskenin iligkilerinin incelenmesinde “Spearman”
korelasyon katsayist kullanilmigtir.

Idrar neopterin diizeylerinin kreatine oranlanarak elde edilen degerleri
(umol/mol kreatin) MS, PH ve kontrol gruplari arasindaki karsilastirmada anlamli bir
farklilik bulunmamustir. p=0.07. MS alt gruplar arasinda idrar neopterin (#mol/mol
kreatin) sonuglart Kruskal Wallis test ile karsilastirildiginda anlamli bir fark
bulunmamistir. p= 0.471. MS alt gruplarinin idrar neopterin diizeyleri Tablo 4.14.’de
gosterilmistir.

Parkinson hastalig1 alt gruplarimin idrar neopterin diizeyleri (umol/mol
kreatin) Kruskal Wallis test ile karsilastirildiginda MS grubunda oldugu gibi anlamhi
bir fark bulunmamistir. p=0.145. PH alt gruplarindaki idrar neopterin diizeyleri
(umol/mol kreatin) Tablo 4.15.’de gosterilmistir.



Tablo 4.14. MS alt gruplarinin idrar neopterin diizeylerinin dagilima.

36

N Mean Star}dqrd Minimum Maximum
Deviation
Ms tipi [NMS  |idrar Neopterin
(umol/mol 4 191,63 36,28 144,97 226,56
Kreatinin)
PPMS |idrar Neopterin
(umo/mol 11 194,87 78,86 98,84 398,93
Kreatinin)
RRMS |idrar Neopterin
(umo/mol 11 159,63 60,21 95,91 299,14
Kreatinin)
SPMS |Idrar Neopterin
(umo/mol 11 161,20 39,87 112,75 247,68
Kreatinin)
Tablo 4.15. PH alt gruplarinda idrar neopterin diizeylerinin dagilima.
N Mean Star}dgrd Minimum | Maximum
Deviation
ParkinsonTipi GBA  |idrar Neopterin
(umol/mol 9 140,65 37,79 92,42 197,02
Kreatinin)
P Idrar Neopterin
(umol/mol 10 158,82 41,95 107,74 250,45
Kreatinin)
PARK |Idrar Neopterin
(umol/mol 10 187,27 55,71 104,44 293,34
Kreatinin)

Idrar neopterin diizeyleri (umol/mol kreatin) ile hastalik yasi, EDSS, Hoehn

Yahr skalasi arasinda anlamli bir korelasyon bulunmazken, serumda bakilan

metabolitlerden Trp ve neopterin ile negatif yonde, Kyn/Trp ile pozitif yonde

korelasyon bulunmugstur. Kyn, QUIN ve KYNA ile idrar neopterin diizeyi (umol/mol

kreatin) arasinda ise bir iligki bulunmamustir.

Multipl skleroz grubunda, idrar neopterin diizeyi (umol/mol kreatin) ile

serum Orneklerinde bakilan metabolitler karsilagtirildiginda, kontrol grubundan farkli

olarak, Kyn/Trp orani ile pozitif yonde korelasyon bulunmustur (p=0,027). Diger

metabolitlerle anlaml1 bir korelasyon bulunmamistir. PH grubunda ise idrar neopterin

diizeyi (umol/mol kreatin) ile yas arasinda negatif korelasyon bulunurken (p=0,040),
sirastyla QUIN (p=0,002) ve KYNA (p=0,005) ile pozitif korelasyon anlamli

bulunmustur.
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Multipl skleroz grubunda idrar neopterin ve serum Kyn/Trp arasindaki

korelasyon Sekil 4.8.’de gosterilmistir. PH grubundaki neopterin ile KYNA arasi

korelasyon Sekil 4.9.’da idrar neopterin diizeyi ile QUIN aras1 korelasyon ise Sekil

4.10.”da gosterilmistir.
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Sekil 4.8. MS grubu idrar neopterin diizeyi-serum Kyn/Trp arasindaki korelasyon.
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Sekil 4.9. PH grubunda idrar neopterin-KYNA arasindaki korelasyon. (p=0,02)

idrar Neopterin (umol/mol Kreatinin)
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Tami: Parkinson
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Sekil 4.10. PH grubunda idrar neopterin-serum QUIN (QA) arasindaki korelasyon.
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5. TARTISMA

Calismamizda MS,PH ile kontrol grubu olmak {izere ii¢ grupta, inflamasyon
ile artan IFNy etkisiyle degisen pteridin, triptofan ve KY metabolitleri, serum ve
idrar 6rneklerinde incelendiginde; serum 6rneklerinde neopterin, Kyn, Trp, Kyn/Trp,
KYNA, QUIN diizeyleri ac¢isindan gruplar arasinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir.

Neopterin serum diizeyinin MS hastalarinda anlamli farkli ¢ikmamasi1 daha
once yapilmis olan Bagnato ve ark. calisamsiyla benzerdir (107). Buna karsilik
neopterin diizeyinin MS’deki atak ve progresyonla korele oldugunu gosteren
calismalar da yapilmistir (106). Bizim c¢alismamizda hastalar bir kez
degerlendirilmistir. 6.ay, 12.ay kontrolleri olmadigi igin progresyon ve atak
donemleri degerlendirilememistir. PH’da serum neopterin diizeyi ile ilgili bir
calismada serum neopterin diizeyinin arttig1 gosterilmistir (132). Bizim ¢alismamizda
ise PH grubunda serum neopterin diizeylerinde anlamli bir artis bulunmamistir. Her
iki hastalikta da serum neopterin diizeyinde anlamli fark bulunmamasi SSS
hastaliklarinin  intratekal neopterin  ile iligkili olmasindan ve serum
konsantrasyonunun duyarsiz olmasindan kaynaklanabilir. Daha 6nce yapilmig BOS
neopterin c¢aligmalarinda anlamli sonuglarin bulunmasi bu fikri desteklemektedir
(110).

Serum Trp, Kyn ve Kyn/Trp oranma baktigimizda MS ve PH grublan ile
kontrol grup arasinda anlamli farklilik goriilmedi. Daha once yapilmis olan EAE
calismalarinda Trp yikiminda artis oldugu gosterilmis ve MS caligmalarinda da KY
aktivitisinin artip, Trp diizeyi diiserken ve Kyn miktarinin arttig1 gdsterilmistir (104-
5). Bizim ¢alismamizda MS grubunda Trp diizeyinde farkedilir bir diismeye ve Kyn
artisina rastlamadik. Bununla bereber MS grubundaki hastalarin EDSS skorlar1 ile
Kyn/Trp orani arasinda pozitif korelasyon oldugunu gordiik (r=0,352; p=0,033). MS
hastalik derecesi serum Kyn/ Trp orani arttik¢a artacaktir. Guillermin G.J. ve ark.
calismasinda da belirtildigi gibi KY enzim aktivitesinin inflamasyona yaniti
belirliyeci rolii olmasi bu fikrimizi desteklemektedir (116). Bu sonuca bakarak MS
hastaliginda 6ziirliiliik derecesini belirleyen faktorlerden birisinin KY aktivitesindeki
artis oldugunu soyleyebiliriz. PH’da Trp diizeyi ile ilgili 2017 tarihli Oxenkrug G. Ve
ark. yaptig1 calismada Trp diizeyi diiserken, Kyn ve Kyn/Trp diizeyinin arttig
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goriilmiistiir (99). Bizim calismamizda PH grubunda da Trp, Kyn ve Kyn/Trp
oraninda anlamli bir farklilik goriilmedi. Bununla birlikte Hoehn Yahr evresi ile Trp
arasinda negatif korelasyon oldugu tespit edildi. Trp diizeyi azaldik¢a Hoehn Yahr
evresinde artis olacaktir.

Serum oOrneklerinde son olarak KY metabolitleri olan KYNA ve QUIN
diizeylerine bakilmistir. Daha O6nce yapilan fare modeli MS caligmalarda serum
QUIN diizeyinin arttig1 ve bu artisin hastalik siddeti ile iliskili oldugu bulunmustur
(117). RRMS hastalarinda da remisyon donemi ile karsilastirildiginda relaps
doneminde QUIN diizeyi daha yiiksek bulunmustur (110). KYNA diizeyinin MS
hastalarindaki seviyesi, onceki ¢aligmalarda BOS 6rneklerinde degerlendirilip diigiik
oldugu gosterilmistir (119-21). Bizim ¢alismamizdaki MS o6rnekleminde serum
KYNA ve QUIN diizeyleri kontrol ve PH grubundan farkli olmadigi goriilmiistiir.
Bununla beraber MS grubunda EDSS ile QUIN diizeyi arasinda zayif da olsa anlaml
iliski bulunmustur (r= —0.375; p=0,022). Bu korelasyona gore QUIN diizeyi
arttikca EDSS skoru azalacaktir. Bu sonug literatiir bilgileri ile uyumsuz olarak
degerlendirilmistir (117). MS grubunda relaps donemi degerlendirilemedigi igin
hastaligin aktif donemindeki QUIN ve KYNA diizeyleri de degerlendirilememistir.
Bununla birlikte MS grubunda en c¢ok kullanilan tedavinin ocrelizumap ve
fingolimod gibi immun sistemi baskilayici tedaviler olmasi serumdaki metabolitlerde
anlamli bir fark bulmamizi engellemis olabilir. Bu sebeple drneklerin tedavi 6ncesi
donemde alinmasi 6nem kazanmaktadir. Calismamizin PH grubunda da MS grubu
gibi QUIN ve KYNA diizeyleri anlamli farkli bulunmamustir. Literatiirde daha 6nce
yapilmis olan ¢alismalarda QUIN diizeyinin PH’da serum da arttig1 gosterilmistir
(96, 100-1). PH’da BOS orneklerinde KYNA diizeyinin degerlendirildigi ¢alismada
ise KYNA diizeyinin distiigli gosterilmistir (97). PH’da KYNA diizeyinin
kontrollerden yiiksek oldugunu gosteren calismalar da mevcuttur (99). Bizim
calismamizda PH grubunda QUIN/KYNA degerlendirildiginde anlamli bir fark
bulunmamastir.

Idrar neopterin diizeylerini gruplar arasinda karsilastirdigimizda anlamli bir
fark olmadigim1 gordiik. Daha 6nce MS grubunda yapilan caligmalarda serum
neopterin diizeyi ile ilgili tartismali sonuglar bulunurken idrar neopterin diizeyinin

Ozellikle atak zamani arttifi ve tedavi yaniti degerlendirmek i¢in kullanilabilecegi
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bildirilmistir (106-10). Bu ¢alismalarda izlem siiresinin uzun oldugu, 24 aya kadar
takip ve Ol¢iim yapildigi, atak donemlerinin de kaydedildigi farkedilmistir. Bizim
calismamizda idrar neopterin diizeyi tek seferde bakilmstir, takip siiresi olmadigi ve
hastalarin bir kez degerlendirilmesi idrar neopterin sonuglarini etkilemis olabilir.
Bununla birlikte ¢alismamizda MS grubunda idrar neopterin diizeyi ile serum
Kyn/Trp orani arasinda pozitif korelasyon oldugunu gosterdik. Triptofan yikimi
artttkca paralel olarak tiriner neopterin atihmi da artmasi KY ile pteridin
metabolizmasinin beraber tetiklendigini gostermek acisindan anlamli bulunmustur.
Hiicresel immiin yanit, [FN y’nin bu metabolik yolaklardaki diizenleyici enzimler
lizerindeki benzer etkisi ile bu sonug iliskili olabilir. Idrar neopterin diizeyi ile serum
Kyn/Trp arasinda anlamli iliski varken serum Kyn ve Kyn/Trp oranindan anlaml
fark ¢ikmamasi, idrar konsantrasyonlari ile serum konsantrasyonlar1 arasindaki fark
sebebiyle olabilir. Metabolitlerin idrar konsantrasyonlar1 seruma gore daha yiiksektir.

Parkinson hastaliginda idrar neopterin diizeyine bakilan Campolo ve ark.
yaptif1 calismada, prodomal donemde tami amaciyla bircok inflamatuvar ve
antioksidan belirtege bakilmustir (133). Idrar neopterin diizeyi ile klinik, fonksiyonel
ve biyokimyasal degiskenler arasinda anlamli korelasyon oldugu bulunmustur.
Prodromal donemde olfaktor disfonksiyon ile idrar neopterin diizeyi arasindaki
korelasyon gosterilmistir. Tek basina degerlendirildiginde ise kontrol grubu ile
anlamli bir fark goriilmemistir. Bizim ¢alismamizda da PH grubunda idrar neopterin
diizeyi kontrol ve MS grubundan anlaml fark gostermemistir. Parkinson altgruplari
arasinda da anlaml fark goriilmemistir. Hastalik evresi ile de anlamli bir korelasyon
bulunmamistir. Spearman’s test ile bakildiginda PH grubunda idrar neopterin diizeyi
ile yas negatif korele iken KY metabolitleri olan QUIN ve KYNA arasinda kuvvetli
pozitif korelasyon bulunmasi pteridin metabolizmasi ile KY iligkisini gdstermek
acisindan anlamli bulunmustur.

Calismamiz kesitsel, tek merkezli oldugundan ve PH genetik alt gruplarinin
nadir goriilmesinden dolay1 sinirli sayida hasta icermekte idi. Hasta sayisinin azligi,
anlamhi ¢ikabilecek iliskileri istatiksel olarak anlamsiz sonuglandirmistir. Bazi
sonuglarda p degerinin 0,05’ yakin olmasi, 6rneklem sayisinin artmasit durumunda

anlamli sonuglarin ¢ikabilecegini diigiindiirmiistir.
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Hastalarin hepsi tedavi altindadir. Caligmada zaman kisitliligi dolayisiyla 6.
ay, 12. ay takip donemleri olmamistir. Tedavi baglamadan 6nce hastalar calismaya
alinmadig1 igin tedavisiz hasta parametreleri ortaya konulamamustir. Tedavinin
etkisini degerlendirmek miimkiin olmadig1 gibi hastaligin dogasini, patogenezini
degerlendirmek de miimkiin olmamistir. Sadece MS grubunda dort adet tedavi
almamis hasta calismaya almmustir. Istatksel olarak yeterli olmadigindan
degerlendirmeye alinmamustir.

Hastalarin uzun siire takip siireci olmadigindan 6zellikle MS grubunda atak
aninda metabolitlerin nasil degistigi gosterilememistir. Hastalarin atak ve atak dis1
donemde degerlendirilmesinin sonuglar1 degistirebilecegi diisiintilmiistiir. Boyle bir
degerlendirme atak riskini belirleme konusunda da yardime1 olacaktir. Hastalarin tan
konulduktan sonra tedavi Oncesinde orneklerin alinmasi 6zellikle immiin siipresif
tedavilerin etkisiyle sonuglarin degismesini 6nleyecektir.

Triptofan metabolizmasinin mikrobiom ve beslenme gibi c¢evresel
faktorlerden de etkilenmesi, genisletilmis ¢alismalar ve metabolomiks ¢alismalariyla

hastalik patogenezini aydinlatmada yeni bilgiler saglayabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Multipl skleroz ve PH patogenezlerinde inflamasyon ve ndrodejenerasyonun
rol aldigi kronik nérolojik hastaliklardir. Inflamatuvar ve nérodejeneratif
hastaliklarda pteridin metabolizmas1 ve KY aktive olur. Bu aktivasyon, hiicresel
immun yanita aracilik eden IFNy tetiklemesi ile olmaktadir. Pteridin metabolizmasi
ve KY’n1 MS ve PH’da degerlendirmek istedigimiz bu c¢aligmanin baslangicinda
kurulan hipotez, iki hastalik grubunda metabolitlerdeki degisimin birbirine benzer
olacagi, kontrol grubundan ise farkli olacagiydi. Calismanin sonucunda MS, PH ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriildii. Bununla birlikte MS
grubunda hastalik derecesi ile Kyn/Trp diizeyi arasinda pozitif korelasyon oldugu
gosterilmistir. MS grubunda serum Kyn/Trp orani ile idrar neopterin diizeyi arasinda
da pozitif korelasyon oldugu bulunmustur. MS hastaliginda EDSS ile serum QUIN
diizeyi arasinda da negatif yonde iliski oldugu tespit edilmistir.

Parkinson hastaligi grubunda, Hoehn Yahr evresi ile serum Trp diizeyi
arasinda negatif yonde istatiksel iliski oldugu tespit edilmistir. PH grubunda idrar
neopterin diizeyi ile yasin negatif korelasyonu, serum QUIN ve KYNA diizeyleri
arasinda da pozitif korelasyon oldugu gorilmiistiir. PH gelisme riskini etkileyen
onemli bir etkenin Kyn/Trp oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda 6rneklem sayisinin kii¢iik olmasi, takip siiresi olmayip kesitsel
olmasi ve tedavi Oncesi donemde Ornek alinmamasi sonuclart etkilemis olabilir.
Pteridinlerin 151k ve 1siya duyarli olmasi, 6rnek taginmasinda dikkatli olunmasina
ragmen sonuglarda degisime sebep olmus olabilir.

Buna karsilik daha 6nce MS ve PH birarada degerlendirip inflamasyon ve
norodejenerasyon arasindaki iliski iizerine yapilmis bir ¢alismaya rastlanmadigindan
0zgiin bir ¢alisma oldugunu sdyleyebiliriz.

Inflamasyon ve nérodejeneasyon arasindaki iliskinin pteridin ve KY
tizerinden incelenmesinde daha biiyiik 6rnekleme, genis zaman aralifinda serum ve
idrar metabolitlerinin monitorizasyonuna ve tedavi baslanmamis hastalarin da dahil

edildigi daha ¢ok calisma yapilmasina ihtiya¢ vardir.
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	norepinefrin, epinefrin nöronlarında sentezlenir. Nörotransmiter olarak çalışırken periferde sempatik nöronlarda norepinefrin çalışır. Adrenal medullada ise epinefrin ve norepinefrin hormon olarak çalışır. TPH, triptofandan (Trp) indolamin sentezler. ...
	2.2. Pteridinler ile İmmün Sistem İlişkisi
	1979 yılından itibaren malign hastalıklarda, pteridin metabolitlerinin, özellikle neopterinin idrarla atılımının arttığı ile ilgili yayınlar çıkmaya başlamıştır. Bu yayınlar neopterinin, immün sistem sitimülasyonunun potansiyel bir belirteci olabilece...
	Serum neopterin düzeyi sağlıklı kişilerde 2.6-8.7 nmol/L arasındadır (29). Neopterin sadece idrar ile atılır. Ortalama atılan miktar 1.58𝜇mol/1.2L/gün’dür. Neopterin klerensi ise sağlıklı bireylerde, 225ml/dk olarak hesaplanmıştır (27). İdrar su içer...
	2.3. Kinürenin Yolağı ve Beyindeki Etkisi
	Neopterin üretimini indükleyen IFN𝛾 aynı zamanda triptofan yıkımını da indükler. Triptofan protein sentezinde kullanılır ya da TPH ile serotonine dönüşür. Senteze katılmayan Trp, kinürenin (Kyn) yolağıyla katabolizmaya uğrar (9, 31). IFN𝛾, makrofaj ...
	Kinürenin yolak metabolitleri birçok fizyolojik durumda rol almaktadır. Hem beyin hem periferde, hücre içi veya hücre dışı reseptörlere etki ederler. Glutamat veya nikotinik asetilkolin reseptör aktivitesini değiştirerek eksitator nörotransmisyonu etk...
	2.4. Kinürenin Yolağının İmmün Regulasyondaki Rolü
	Kinürenin yolağındaki (KY) hız kısıtlayıcı enzim olan IDO metabolik immün regülasyona katkıda bulunur. Bunu iki şekilde yapar. 1) Kyn üretir, sekrete edilen Kyn komşu T hücrelerde aril hidrokarbon reseptör (AhR) üzerinden etki eder. 2) Trp sev...
	Farklı hücrelerde IDO ifade etme potansiyeli olmasına rağmen, bu özellik antijen sunan hücreler (ASH) olan DH, makrofaj, B hücre ile sınırlandırılmıştır. Bu hücreler inflamatuvar sitimulusta hızlı ve yüksek seviyede IDO ifade ederler (50). Olus...
	2.5. Parkinson Hastalığı ve Kinürenin Yolağı
	Parkinson hastalığı (PH) kronik nörodejeneratif bir hastalıktır. Sunbstantia nigra pars compactada (SNpc) nöron kaybı ile sonuçlanır. Bazal ganlionlardaki dopamin eksikliği parkinsonizmin motor semptomları ile karakterize hareket bozukluğuna yol...
	Parkinson hastalığı (PH) etyolojisinde gen mutasyonlarının fonksiyonunun anlaşılması, herediter formlarda yeni yolaklara ışık tutmuştur. Bunlardan PINK1 (PARK6) ve Parkin (PARK2) otozamal resesif (OR) parkinsonizme neden olurlar (77). PINK1 ve Park...
	Son zamanlarda mitofaji ile ilgili yapılan çalışmalarda Parkin ve PINK1 mutasyonu ya da eksikliği olan farelerde mtDNA polimeraz defekti tespit edilmiştir. Parkin mutasyonu olan farelerde, patojenlere karşı koruyucu ve adaptif immünite aktivasyonunda ...
	Parkinson hastalığında genetik faktörler yatkınlık yaratsa da çevresel faktörler, yaşlanma ve immün durum hep beraber inflamasyonu tetikler. PH’da yapılan çok sayıda çalışmada substantia nigrada IFN 𝛾 ve inflamatuar sitokinlerin seviyesinin yükseldiğ...
	Klinik gözlemler ve çalışmalarla ortaya çıkan bir diğer risk faktörü glukoserebrozidaz (GCase) mutasyonudur (83-5). Glukoserebrosidaz enzimi GBA geni tarafından kodlanan lizozomal hidrolaz enzimidir. OR eksikliğinde Gaucher hastalığı (GH) ortay...
	Sinüklein ile doğal immün sistem arasındaki bağlantı için çok sayıda kanıt vardır. İnsan astrosit ve makrofaj kültürlerinde lipopolisakkarit (LPS) ve IL1𝛽 stimülasyonu sonrası sinüklein ifadesinin arttığı gösterilmiştir (93). Nöronlardan salınan sinü...
	Parkinson hastalığında QUIN seviyesinin artması, 𝛼 sinüklein (𝛼 syn) birikimine neden olan metabolik birikimlerde ve nöronal toksite gelişiminde rol alır (96). Aksine Alzheirmer hastalığı ve PH’da BOS KYNA düzeyinin düşük olduğu bulunmuştu...
	2.6. Multıpl Skleroz, Pteridin ve Kinürenin Metabolizması
	İnflamasyonun patagenezde önemli rol aldığı hastalıklardan birisi de MS hastalığıdır. MS, genetik ve çevresel etmenlerin rol aldığı kronik inflamatuar demyelinizan nörodejeneratif otoimmün bir hastalıktır (102). MS hastaları sıklıkla ataklarla-...
	Bugüne kadar MS hastalarında yapılan çalışmalarda idrar neopterin düzeyinin progresyon ve ataklarla arttığı gösterilmiştir (106). Bagnato F. ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada ise MS klinik relaps sırasında neopterin üriner atılımı yüksek bulun...
	Multıpl skleroz hastalarında tedavi yanıtını değerlendirmek için idrar neopterin düzeyini çalışan araştırmalar da yapılmıştır. Rejdak K. ve ark. PPMS hastalarında IFN beta-1a tedavisi alanları, kontrol grubuyla karşılaştırarak 24 ay boyunca, idrar neo...
	Multıpl skleroz için tek bir tanı testi yoktur. Tanı klinik belirtiler ve MR bulgularının bir araya getirilmesiyle konulmaktadır. Bu yönteme alternatif bir yol olmadığından hareket ederek, uzun dönem değerlendirme için biyobelirteç arayışına giren ara...
	Multıpl skleroz immünopatolojisi alanındaki metabolomiks çalışmalarında, değişikliklerden sorumlu olabilecek 44 metabolit ve 6 yolak tespit edilmiş olup bu yolaklardan birisi de triptofan yolağıdır. Mikrobiota kaynaklı triptofan yıkım ürünlerinin dene...
	Kinolinik asit (QUIN), nöral hücreler üzerinde toksik değildir. İnflamatuar çevrede seviyesi yükseldiğinde (300nM, kronik süreçlerde 100nM bile yeterlidir) toksik olmaya başlar (122). QUIN nörotoksitesi, MS’deki inflamasyonla ilişkili çok sayıda nörod...
	Kinürenin metabolizması birçok çalışmada MS hayvan modellerinde, EAE ile farelerde ve MS hastalarında idrar, serum ve BOS düzeyleri çalışılmıştır (111, 125-27). Yeni tarihli bir çalışmada 47 RRMS hastası, 43 kontrol ile idrar örnekleri üzerinden karşı...
	Çalışmamızda inflamasyonun pteridin ve Trp metabolizması üzerine etkisini hem idrar hem serum örneklerinde çalışmak amaçlanmıştır. Bu amaç için inflamasyonun ön planda olduğu MS ve nörodejenerasyonun ön planda olduğu PH,iki hasta grubuyla, kontrol gru...

