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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstiti tarafindan onaylanan lisansistl tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismini, basil (kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima
acma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen
kullanim haklari digindaki tiim fikri mulkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya
da bir boliminln gelecekteki calismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim
haklari bana ait olacaktir. Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal
etmedigimi ve tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan
telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazih
izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit
ederim. YiUksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina iliskin Yonerge” kapsaminda
tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Acik
Erisim Sisteminde erisime agllir.

* Enstitl / Fakilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime acgilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmistir. (1)

* Enstitii / Fakiilte yo6netim kurulunun gerekgeli karar ile tezimin erisime acilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir. (2)

* Tezimle ilgili gizlilik karari verilmisti

Dr.Eda Ozaydin

1 “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agllmasina iligkin Yénerge”

(1) Madde 6. 1. LisanslstU tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin
devam etmesi durumunda, tez danismaninin dnerisi ve enstitli anabilim dalinin uygun gorisu
Uzerine enstiti veya fakilte yonetim kurulu iki yil sdre ile tezin erisime agilmasinin
ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, henliz makaleye déniismemis
veya patent gibi yontemlerle korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara
veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda
tez danismaninin Onerisi ve enstitli anabilim dalinin uygun gorisi Gzerine enstitli veya fakiilte
yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayr agmamak Uzere tezin erisime agilmasi
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal cikarlari veya givenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve
glvenlik, saglik vb. konulara iliskin lisansusti tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildig kurum
tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan isbirligi protokoli ¢ercevesinde hazirlanan
lisansUstu tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun Onerisi ile enstiti veya
fakdltenin uygun goriisi lzerine Universite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karar
verilen tezler Yiksekdgretim Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik
sliresince enstitli veya fakilte tarafindan gizlilik kurallari cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik
kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir.

* Tez danismaninin Gnerisi ve enstitl anabilim dalinin uygun goérisi Gzerine enstitl veya
fakilteydnetim kurulu tarafindan karar verilir.
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gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof.Dr. Ali DURSUN danismanliginda
tarafimdan tretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim

Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

Do¢.Dr.Eda OZAYDIN
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OZET

Ozaydin E., Kalitsal Metabolik Hastaliklarda otofaji, oksidatif stres ve inflamasyon iliskisi,
Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Metabolizma Doktora Tezi,
Ankara, 2023. Kalitsal metabolik hastaliklarda, hastalarin klinik izlemi sirasinda epilepsi,
katarakt, hepatik yetmezlik, kronik bobrek hastaligl gibi komplikasyonlar gelisebilir. Bu
¢alismanin amaci bu komplikasyonlarin gelismesinde otofajik disfonksiyon, inflamasyon ve
oksidatif stresin roliini arastirmaktir. Klasik galaktozemi, ak¢a agag surubu hastaligi (MSUD),
herediter tirozinemi tip 1, lizinlirik protein intoleransi (LP1) tanili 48 hasta ve 10 saghkli ¢ocuk
calismaya dahil edildi. Hasta ve saglikli kontrol gruplarinda otofaji (Beclin 1, LC3B-Il, p62) ve
inflamazom (NLRP3, ASC, Kaspaz 1, NF-KB) vyolaginda yer alan gen ve protein
ekspresyonlarinin analizi, oksidatif stres biyobelirteclerinin (total tiyol, nativ tiyol, disilfit,
tiyol/disilfit denge, total antioksidan kapasite ve total oksidatif stres) ve sitokin duzeylerinin
Olclim, lenfosit alt gruplari ve lenfosit aktivasyon belirtecleriyle immun fenotiplendirme,
hedefsiz metabolomik analizle metabolomik profilleme galismalari gergeklestirildi. En yiiksek
total tiyol, nativ tiyol, TAS ve TOS degerleri MSUD grubunda gozlendi. En yiksek disilfit ve en
diistik TAS degerleri LPi grubunda saptandi. Hasta ve kontrol gruplari arasinda sitokin
duzeyleri belirgin farklihk gostermedi. BuUtun gruplarda NLRP3/p62 gen ekspresyonlari
ylkselmisti. En yiksek kat degisimleri galaktozemi ve LPI gruplarinda gozlendi. Otofaji
disfonksiyonu tim gruplarda mevcuttu. p62, molekild, antioksidan, otofaji ve inflamasyon
yolaklarini birbirine baglayan dnemli bir oyuncu olarak goériinmektedir. Calismamizda NLRP3
gen ekspresyonlari, katarakt gelistiren galaktozemi, akciger tutulumu olan LPI grubunda ve
hepatik fibrozis gelistiren tirozinemi hastalarinda daha yiiksek bulundu. immiin fonksiyonlar
acisindan yapilan incelemede T ve B lenfositlerle, DNT, NKT, CD3HLADR, klasik ve klasik
olmayan monosit dlizeyleri agisindan hasta gruplarinda goére istatistiksel olarak belirgin
farklihk gozlendi. Yolak analizlerinin PLS-DA istatistik yontemi ile degerlendirilmesinde hasta
gruplarinda saglikh kontrol gruplara gore belirgin farkhlasmis metabolitler tespit edildi.
Ozellikle steroid biyosentezi, lipid, piirin-pirimidin metabolizmasi, enerji metabolizmasi gibi
genel metabolik yolaklarda yer alan metabolitlerin hasta grubunda normal gruba goére
degiskenlik gosterdigi saptandi. LPI hastalarinin  metabolomik profillemesi kronik
inflamatuvar hastaliklarda etkilenen yolaklara benzerlik gostermekteydi. Calismamiz
intoksikasyon tip kalitsal metabolik hastaliklarda, ayni anda inflamazom ve otofaji gen ve
protein ekspresyonlarini, oksidatif stres, otofaji ve inflamasyon iliskisini, immun fonksiyonlari
ve metabolomik profillemeyi arastiran ilk ¢alismadir. GCalismanin sonuglari metabolik
hastaliklarin patogenezinde otofajik disfonksiyon oksidatif stres, inflamasyon ve immun
disregtilasyonun énemli rol oynayabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: inflamazom, otofaji, oksidatif stres, hedefsiz metabolomik analiz,
kalitsal metabolik hastaliklar

Destekleyen kurum: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Koordinasyon Birimi

(Proje No: THD-2019-18088)
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ABSTRACT

Ozaydin E., The relationship between autophagy, oxidative stress and inflammation in
inherited metabolic diseases, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences,
PhD thesis in Molecular Metabolism, Ankara, 2023.The complications such as epilepsy,
cataract, hepatic failure, chronic renal disease may develop during the clinical follow-up of
the patients with inherited metabolic diseases. The aim of this study is to investigate the role
of autophagic dysfunction, inflammation and oxidative stress in the development of these
complications. Forty-eight patients with the diagnosis of classic galactosemia, maple syrup
urine disease, hereditary tyrosinemia type 1, lysinuric protein intolerance and ten healthy
children were included in the study. Laboratory investigations were performed such as
analysis of autophagy ( Beclin 1, LC3B-Il, p62) and inflammasome (NLRP3, ASC, Caspase 1, NF-
KB) gene and protein expressions, measurement of oxidative stress biomarkers (total thiol,
native thiol, disulphid, thiol/disulphide homeostasis, total antioxidant capacity and total
oxidative stress), cytokine levels, immune phenotyping with lymphocyte subgroup and
lymphocyte activation markers, metabolomic analysis with untargeted metabolomic profiling
in the patient and healthy control group. The highest levels of total thiol, native thiol, TOS
and TAS were observed in MSUD group. The highest disulphide, the lowest TAC levels were
detected in LPI groups. The cytokine levels showed no significant difference between patient
and control group. In all groups, NLRP3/p62 gene expressions increased. The highest fold
changes were observed in the patients of galactosemia and LPl groups. Autophagy
dysfunction was detected in all groups. NLRP3/p62 gene expressions were positively
correlated. p62 seems to be a key player which links the antioxidant (Nrf2), autophagy and
inflammation pathways in the patient groups. NLRP3 gene expressions were found to be
higher with specific clinical phenotypes such as cataract in galactosemia patients, lung
involvement in LPI group or hepatic fibrosis in tyrosinemi patients. Significant statistical
differences were observed with respect to T and B lymphocyte, DNT, NKT, CD3HLADR, classic
and non-classic monocyte levels in the patient groups. PLS-DA analysis revealed statistically
significant different metabolites in the patient group compared with healthy control group.
The metabolites enriched in general metabolic pathways such as steroid hormone and
aminoacid biosynthesis, lipid, purine-pyrimidine metabolism, energy metabolism were
principally detected by metabolomic analysis in the patient group. The metabolomic profiling
of LPI patients were resembling with the pathways affected in chronic inflammatory diseases.
This is the first study which investigates the inflammasome and autophagy gene and protein
expressions, the relationship between oxidative stress, autophagy and inflammation, immun
functions and metabolomic profiling simultaneously in intoxication type inherited metabolic
diseases. The results of the study revealed that autophagic dysfunction, oxidative stress,
inflammation, immun dysregulation might play an important role under the pathogenesis of
metabolic diseases.

Key words: Inflammasome, autophagy, oxidative stress, untargeted metabolomic
profiling, inherited metabolic diseases

Supported by: Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination Unit (Project
No: THD-2019-18088)
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1. GiRiS

Kalitsal metabolik hastaliklarda (KMH) gelisen komplikasyonlarin patogenezi
oldukca karmasiktir. Bu hastaliklar tek gen hastaliklari olmasina karsin hiicre ici
molekdl trafigi ve bilgi akisi kismen ya da biitlinliyle bozulmakta ve bu nedenle pekgok
metabolik hastalikta genotip-fenotip iliskisi yeterince kurulamamaktadir. Ote yandan
kalitsal metabolik hastaliklarin klinik izlemi boyunca 6zellikle kronik dénemde gelisen
komplikasyonlarin altinda yatan mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Diyet
tedavisiyle ¢ok iyi metabolik kontrol altinda oldugu disinillen hastalarda bile
zamanla farkli organ tutulumlari ve fonksiyon bozukluklari gelisebilmektedir.
Proteinden kisith diyet tedavisi veya hastaliga 6zgi farkli besinlerin kisitlanmasi farkl
metabolik siliregleri etkileyerek hastaliklarin prognozunu degistirebilmektedir. Bu
durum metabolik hastaliklarin bilinen patogenezi yaninda farkli patofizyolojik
stireclerin varhgini diistindiirmektedir. Ote yandan metabolik hastaliklarda oksidatif
stres ve inflamasyon gibi metabolik siireglerdeki dengesizliklerin ve bozukluklarin
kalitsal metabolik hastaliklarin 6zellikle uzun siireli organ fonksiyon bozukluklarinin
patogenezinde rol oynayabilecegi ve genotip-fenotip iliskisinin degerlendirilmesinde
dikkate alinmasi gerektigi son vyillarin glindeme gelen konularinin basinda
gelmektedir. Ancak bu hiicresel siirecleri kontrol eden mekanizmalar ve bu sireglerin
metabolik hastaliklarin patogenezindeki rolii heniiz tam olarak aydinlatilamamistir.
Metabolik hastaliklarda biriken toksik metabolitler hasar iliskili molekiler tetikleyici
(DAMP) etkileri gostererek inflamazom yolagini harekete gecirebilir ve hiicrede
biriken reaktif oksijen tirleri (ROS) ile redoks sinyalizasyon yolagindaki ifade artisi
daha oksidatif ve daha inflamatuvar bir ortam olusturabilir ve bu siiregler kalitsal
metabolik hastaliklarda goriilen organ yetmezliklerine neden olabilir. Bu metabolik
sureclerdeki yolaklarin ve bu yolaklarda rol alan gen, gen Grinleri ve metabolitlerin
cesitliligi ve iliski yumagindaki karmasiklar, Mendelyen kalitim gésteren KMH’ daki

genotip-fenotip iliskisinin kurulmasindaki zorlugun nedenlerinden olabilir (1-3).

Bu calismada kalitsal metabolik hastaliklarda toksik metabolit birikiminin

otofaji, inflamasyon ve oksidatif stres sirecleri ile iliskisi genomik, biyokimyasal,



immdunolojik, metabolomik analizlerle arastirilarak metabolik hastaliklardaki rola
arastirilmaya calisilmistir.  Calisma kalitsal metabolik hastaliklarin - molekiler
temellerinin daha iyi anlasilmasi, yeni biyobelirteglerin kesfi ve yeni tedavi
modalitelerinin gelistirilmesi konularinda domino etkisi yapabilecek bir potansiyele
sahiptir. Calisma kapsaminda 4 intoksikasyon tipi metabolik hastalikta (galaktozemi,
tirozinemi tip I, lizinUrik protein intoleransi (LPI) ve ak¢a agaci surubu hastaliginda
(MSUD) oksidatif stres ile otofaji ve inflamasyon yolagi genetik, metabolomik ve

immunolojik yéntemler ile arastirilmistir. Calisma kapsaminda;

a. Hasta serum orneklerinde oksidatif stres belirteclerinden 7 parametre
(Total antioksidan seviye-TAS, Total oksidatif stres-TOS, Total tiyol, Nativ

tiyol, Disiilfit ve Tiyol/Disiilfit orani, oksidatif stres indeksi-OSi)

b. Hasta kan mononiikleer hiicre oOrneklerinde otofaji ve inflamazom
yolaginda rol alan 7 genin (NLRP3, ASC, Kaspazl, NF-KB, LC3B-Il, p62 ve
Beclin 1) ekspresyonlarinin Real-time polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
yontemiyle Olglilmesi, akim sitometri ile hiicre i¢i protein dizeylerinin
normal ve lipopolisakkarit (LPS) -ATP ile indikledikten sonraki diizeylerinin

Olcllmesi,
c. Plazma sitokin diizeylerinin 6lglilmesi,

d. Lenfosit alt gruplarini  ve blastik transformasyon sireglerinin

degerlendirilmesi,

e. Hasta plasma o6rneklerinde ylksek ¢ozinurlukli LC-MS/MS (kuadropol-
ucus zamani, Q-TOF) kullanilarak hedefsiz metabolomik yaklasimi ile

metabolomik profilleme calismalari gerceklestirilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Kalitsal Metabolik Hastaliklar

Kalitsal metabolik hastaliklar (KMH) genel olarak genetik defekte bagh yeni
olusan toksik bir madde veya ara metabolitin birikimine neden olan veya esansiyel
metabolitin sentezini engelleyen enzimopatilerdir. Kalitsal metabolik/n6rometabolik
hastaliklarin biyuk bir kismi otozomal gekinik kalitim gosteren tek gen hastaliklan
olup genelde ¢oklu sistem etkilenmesi ile bulgu verir, erken tani ve tedavi yapiimadigi
takdirde ¢ogu kez hastanin 6limiine ya da agir morbiditesine yol acar. Metabolik
hastaliklar intoksikasyon tip, enerji eksikligi ve kompleks molekil hastaliklari olmak

Uzere temel olarak Ug ana gruba ayrilir (4-6).

En son 2021 yilinda yayinlanan Uluslararasi Kalitsal Metabolik Bozukluklar
Klasifikasyonunda (ICIMD) yaklasik 1450 bozukluk 24 grupta kategorize edilmistir.
‘Bozukluk’ taniminin kullanilmasi tek bir genetik nedenden ziyade tim metabolik
degisiklikleri ve genel fonksiyon bozukluklarini kapsamasi nedeniyle ‘hastalik’
tanimindan daha uygun bulunmustur. ICIMD’in amaci klinik sonuglarindan bagimsiz
olarak biyokimyasal yolaklardaki primer degisiklikleri yansitacak bir siniflama

yapmaktir (7). Bunlar;

1) Amino asid metabolizmasi bozukluklari

2) Peptit ve amin metabolizmasi bozukluklari (Glutatyon biyosentez ve
rejenerasyon bozukluklari, dipeptidaz eksiklikleri, metilamin ve poliamin
bozukluklarr)

3) Karbonhidrat metabolizmasi bozukluklari (Galaktoz ve fruktoz
metabolizmasi bozukluklari, glukoneogenezis, glikojen metabolizmasi,
glikoliz, pentoz/polyol yolagi, heksoz transmembran transport ve emilim
bozukluklar)

4) Yag asidi ve keton cismi metabolizmasi bozukluklari (Mitokondrial yag
asidi oksidasyonu, karnitin metabolizmasi, keton cisim sentezi, yikimi ve

transportu bozukluklari)



5)

6)

7)
8)

9)

10)

11)

12)

13)

14)

15)
16)

Enerji substrat metabolizmasi bozukluklari (Pirlivat metabolizmasi, Krebs
dongiisi ve kreatin bozukluklari)

Mitokondriyal DNA-iligkili bozukluklar (Mitokondriyal DNA’y1 etkileyen
delesyon ve nokta mutasyonlar, tRNA ve rRNA kodlayan gen defektleri)
Nikleer genom ile iliskili oksidatif fosforilasyon bozukluklari
Mitokondriyal kofaktor biyosentez bozukluklari (Koenzim Q10, lipoik
asid, demir-silfir kiimeler, sitokrom c eksikligi)

Mitokondriyal DNA devamliligi ve replikasyon bozukluklar

Mitokondriyal gen ekspresyon bozukluklari (Mitokondriyal transkript
isleme ve modifikasyon, aminoagil tRNA sentetaz ve mitoribozom
bozukluklar)

Diger mitokondriyal fonksiyon bozukluklari (mitokondriyal mekik ve
tasiyict bozukluklari, protein import bozukluklari, protein kalite kontrol ve
diger mitokondriyal bozukluklar)

Metabolit onarim “proofreading” bozukluklar

Ara metabolizma bozukluklari (Glioksilat ve oksalat metabolizmasi
bozukluklar)

Lipit metabolizmasi bozukluklari (gliserolipidler, gliserofosfolipidler,
sfingolipidler, sterol lipid metabolizmasi bozukluklar)

Lipoprotein metabolizmasi bozukluklari

Nukleobaz, niikleotit ve nikleik asid metabolizmasi bozukluklari (Pirin ve

pirimidin metabolizmasi bozukluklari)

17) Tetrapirol metabolizma bozukluklari (Porfiriler)

18)
19)
20)

Konjenital glikozilasyon bozukluklari
Organel biyogenez, dinamik ve etkilesim bozukluklar

Kompleks molekiil degradasyon

21) Vitamin ve kofaktdr metabolizmasi bozukluklari

22)
23)
24)

Eser element ve metal bozukluklari
Norotransmitter bozukluklari

Endokrin metabolizmasi bozukluklar



Sekil 2.1. Kalitsal metabolik hastaliklarin siniflandirilmasi (7).

2.2. Toksik Metabolitler ve Amino Asit Metabolizmasi Bozukluklari

intoksikasyon tip metabolik hastaliklar metabolik blok éniinde biriken toksik
metabolitlerin neden oldugu semptom ve bulgularla karakterize olup aminoasit
metabolizmasi bozukluklari (MSUD, tirozinemi tip 1), organik asidemiler (propionik,
metilmalonik ve izovalerik asidemi), ire donglisi enzim defektleri ve karbonhidrat

metabolizmasi bozukluklari (galaktozemi, kalitsal fruktoz intoleransi) bu gruptandir.
2.2.1. Galaktozemi

Galaktozemi nadir goriilen, ¢oklu organ tutulumuyla seyreden, tedavi

edilmediginde 6limle sonuglanabilen, otozomal gekinik kalitilan bir karbonhidrat



metabolizmasi bozuklugudur. Erken donemde galaktozdan kisith diyet baslansa bile

hastalarda uzun donem komplikasyonlar gelismektedir.

Galaktozeminin patogenezinde toksik metabolitlerin, galaktozun, galaktitol ve
GAL1P’nin birikimi sorumlu tutulmaktadir (8). Yenidogan tarama testleriyle diyet
tedavisi baslanarak karaciger yetmezligi dnlenebilir. Zihinsel yetersizlik, infertilite ve
disik kemik dansitesi gibi uzun dénem komplikasyonlar ise engellenememektedir.
Yapilan g¢alismalar galaktozemideki uzun dénem komplikasyonlarin gelismesinde
Leloir yolaginin disinda harekete gecen sinyal yolaklarinin da etkisi oldugunu
gostermektedir. In-vivo ve in-vitro galismalar GALT fonksiyonundaki bozuklugun
oksidatif stres artisina ve PI3K/Akt yolaginda azalan ifadeye neden oldugunu
gostermistir (9). Ancak bu farkli mekanizmalar arasindaki kompleks iliski heniiz

anlasilamamistir.

Ekzojen galaktoz toleransindaki bireysel farkhliklar  (genotiple iliskili),
bozulmus protein glikozilasyonu, oksidatif stres, endoplazmik retikulum (ER) stres,
epigenetik reglilasyon ve inflamatuvar vyolaklarin aktivasyonu gibi faktorler
komplikasyonlarin gelisiminden sorumlu tutulmaktadir. Bu komplikasyonlari
engelleyecek gen temelli tedaviler ve enzim inhibitorleriyle ilgili pre-klinik ve klinik

calismalar devam etmektedir (10).
2.2.2. Akgaagag Surubu idrar Hastaligi (MSUD)

Akcaagac¢ surubu hastaligi (MSUD) dalli zincirli a-ketoasit dehidrogenaz
(BCKDH) kompleks aktivitesi eksikliginden kaynaklanan bir metabolik hastaliktir.
Maijor klinik bulgular arasinda nobetler, ketoasidoz, apne, hipoglisemi, koma, ataksi,
psikomotor gerilik ve mental retardasyon sayilabilir. MSUD hastaliginin
patogenezinde l6sin ve ketoasitler gibi norotoksik metabolitlerin sorumlu oldugu

duslinilmekle beraber tam olarak etiyopatogenez aydinlatilamamistir.

Hicrede |6sin ve alfa keto izokaproik asit (KIC) birikimi nérotoksisiteyi tetikler.

BCKDH eksikligi KIC birikimine, pirtivat dehidrogenaz (PDH) inhibisyonu ve a-



ketoglutarat dehidrogenazin inhibisyonuna, bu da Krebs doénglsiinde akisin
azalmasina ve ATP deplesyonuna neden olur. Losin birikimi kreatin kinaz aktivitesini
azaltarak ve antioksidan enzimler olan katalaz ve glutatyon peroksidazi inhibe ederek
enerji Uretiminde disuklige ve oksidatif stresde artisa neden olmaktadir. Losin
tirozin ve triptofanin beyne girisini engelleyerek nérotransmitter (dopamin ve

serotonin) sentezini azaltir (11).

Literatlirde MSUD oksidatif stres iliskisini ortaya koyan ¢alismalar mevcuttur.
Barschak ve ark. (12) plazmada oksidatif stres parametreleri olan tiyobarbitirik asid-
reaktif substance (TBARS), total antioksidan reaktivite ve total oksidan status
calismislar, TBARS dizeyinde yiikseklik ve TAR dlzeyinde dusuklik saptamislar, dalli
zincirli aminoasit (valin, 16sin, izolosin) dizeyleriyle oksidatif stres parametreleri

arasinda korelasyon bulamamislardir.

MSUD hastaliginda gelisen noérolojik etkilenmenin inflamasyon ve immun
sistem aktivasyonuyla iliskisini gosteren calismalarin sayisi son yillarda artmistir.
Scaini ve ark. yaptigi bir ¢alismada siki diyet tedavisindeki MSUD hastalarinda kan
proinflamatuvar sitokin dilizeyleri ve adhezyon molekillerini kontrol grubundan daha
ylksek dizeyde bulmuslardir (13). Bu hastalarin dalli zincirli amino asit diizeylerinin
normal sinirlarda bulunmasi ilerleyici beyin hasarinin fizyopatolojisinde inflamatuvar
mekanizmalarin sorumlu olabilecegi fikrini desteklemektedir. Meshka ve ark.
tarafindan yapilan bir calismada inflamasyon belirtecleri olan IL-1pB, IL-6 ve interferon-
gama (IFN-y) ve oksidatif stres belirteci olan malondialdehit diizeylerinde antioksidan

etkili karnitin tedavisi sonrasinda belirgin diisme oldugu saptanmistir (14).

2.2.3. Tirozinemi Tip 1

Herediter Tirozinemi Tip 1 (HT1) en sik gorilen ve klinik tablonun en siddetli
oldugu tirozin iliskili metabolik bozukluklardan biridir (15). Tirozinemi, tirozin
yolaginin son enzimi olan fumarilasetoasetat hidrolaz eksikligine baglh hepatomegali,

siroz, koagulopati, akut/kronik karaciger yetmezligine neden olan siddetli nekrotik



karaciger hastaligiyla karakterizedir. Kronik karaciger hasari hepatoseliiler karsinoma

gelisme riskini artirir (16).

Tirozinemi ve oksidatif stres iliskisini hayvan modellerinde arastiran makaleler
literatlirde mevcuttur. Yeni yapilan bir calismada NTBC tedavisine uyumsuzlugun Fah
proteini negatif farelerde oksidatif stres, glutatyon metabolizmasi ve karaciger
rejenerasyonuyla ilgili yolaklara etkisi arastiriimistir. Yedi glinliik tedavi kesilmesinin
suksinilaseton diizeyinde yikseklik, glutatyon deplesyonu ve hepatoseliiler kanser
gelisiminde 6nemli roli olan Epcam proteininin dlizeyinde artisa neden oldugu
saptanmistir. Kisa silreli tedavi kesilmesinin bile zararli etkilerini ve NTBC ‘nin
koruyucu etkisini gostermesi agisindan énemli bir ¢alismadir (17). Aktuglu ve ark.
calismasinda NTBC tedavisi altinda tirozinemi tip 1 hastalarinda disilfit/tiyol
dizeylerinde vyukseklik olmadigini gostermisler ve tedaviye uyumlu hastalarda
oksidatif stresin 6nlenebilecegini belirtmislerdir (18). NTBC tedavisi oksidatif stresi
Onleyici etkisine ragmen fibrozis ve hepatoseliler karsinom gelismesini

engelleyememektedir.
2.2.4. Liziniirik Protein Intoleransi (LPi)

LizinUrik protein intoleransi (LPI, OMIM 222700), katyonik amino asit
transporteri y+L'nin hafif zincir alt Gnitesi olan SLC7A7 geni tarafindan kodlanan
y+LAT-1 protein eksikligi sonucu gelisir. Renal tiibiller ve ince bagirsakta epitel
hiicrelerin basolateral membraninda dibazik katyonik aminoasitler olan lizin, arjinin
ve ornitin transportu bozulmustur. LPi nadir goriilen otozomal resesif gecisli bir

hastaliktir (19).

y+LAT-1 proteini renal tibiller ve ince bagirsak disinda akciger, dalak,
monositler ve makrofajlarda da ifadelenir. Hastalarda hematolojik ve immun sistem
fonksiyon bozukluklari (sekonder hemofagositik lenfohistiyositozis, sitopeni ) akciger
tutulumu (progresif alveolar proteinozis), renal problemler (mikroskopik hematdri,
proteiniiri, Fanconi sendromu, hipertansiyon ve hemodiyaliz gerektiren son dénem

bobrek yetmezligi gibi), blylime geriligi, protein intoleransi, hepatosplenomegali ve



osteoporoz gorulir. Sekonder Ure siklus bozukluguna bagh olarak norolojik

bozukluklar da bildirilmistir (Sekil 2.2) (20).

Y+LAT-1 defekti
Epitelyalliziparjininve ornitin
akisinda bozukluk

/ \
lBaglrsak Bl J,

Bobrek Geri

|

Katyonik amino
asit eksikligi

Karaciger ure
l dongidefekti

PROTEIN }

BUYUME
GERILIGi OSTEOPENI

Sekil 2.2. LPi  hastaliginda  fizyopatolojik  yolaklar.  (HLH;  hemofagositik
lenfohistiyositozis, PAP; pulmoner alveolar proteinosis) (20)

LPi metabolik ve imminolojik mekanizmalarin birlikte rol oynadigl bir
hastaliktir. LPi hastalarinda klinik komplikasyonlarin gelisiminden transport
defektinin ve hicre igi arjinin birikiminin sorumlu oldugu duslintilmektedir. Ancak
immiunolojik komplikasyonlar tam olarak agiklanamamistir. SCL7A7 mutasyonlarinin
makrofaj fonksiyonlarini bozabilecegi diistiniilerek arastirmalar yapilmistir. Barilli ve
ark. (21) SLC7A7/y+LAT mutasyonlarinin arjinin transport defekti disinda makrofaj
fonksiyon bozukluguna da neden oldugunu gostermislerdir. Kurko ve ark.(22)
yaptiklari calismada seker, aminoasit, lipit ve enerji metabolizmasiyla ilgili yolaklarda
metabolit diizeylerinde farkhliklar gézlemislerdir. Ozellikle kronik bébrek hastalig
(KBH) ile miyo-inozitol, treonik asit, galaktarik asit, 4-hidroksifenilasetik asit, indol-3-
asetik asit ve beta-aminoizobutirik asit gibi metabolitler arasinda istatistiksel olarak
anlamli iliski saptamislardir. Renal hiicrelerde artmis oksidatif stres ve apoptozisin,
Uremik toksisitenin ve bagirsak mikrobiyotasindaki degisikliklerin KBH streciyle iliskili
olabilecegini ileri sirmuslerdir.  Ayni grubun vyaptigi transkriptomik analiz

¢alismasinda katyonik ve nétral aminoasit tastyicilarini icine alan 926 genin farkh



10

ekspresyon gosterdiklerini tespit etmislerdir (23).  Fonksiyonel analizler bu
farkhliklarin inflamatuvar cevap, immun sistem ve apoptozis gibi biyolojik stireclerle
ilgili oldugunu gostermistir. SLC7A7 disindaki gen ekspresyon farkhliklarinin LPI

hastalarinda farkh klinik tablolardan sorumlu olabilecegi sonucuna varmislardir.

2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri, Redoks Sinyalizasyon, Oksidatif Stres ve

Belirtegleri
2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tirevleri (ROS) eslesmemis elektron tasimalari nedeniyle
oldukca reaktif ve oksijen tasiyan kisa omiurli molekillerdir. Siiperoksit (02:-),
hidrojen peroksit (H203), hidroksi radikal (OH), hipoklorik asit, lipid peroksitler,
“singlet” oksijen ve ozon en ¢ok bilinen reaktif oksijen tlrevleridir. Stiperoksit radikali
ve hidrojen peroksit hiicresel sinyalizasyonunda gorev almaktadir. Siliperoksit
olustuktan sonra hizlica ¢cevredeki molekiillerle reaksiyona girer veya spontan olarak
veya superoksit dismutaz yardimiyla hidrojen perokside doénistiralir. Hidrojen
peroksit daha kararli, daha az reaktif molekil olmasi nedeniyle hiicre membranlarini
gecebilir, sistein ve methionin gibi aminoasitlerle reaksiyona girebilir veya Fenton
reaksiyonuyla hidroksi radikale, myeloperoksidaz enzimi ile hipoklorik aside veya

katalaz, peroksidaz veya peroksiredoksin ile suya donustlralir (24-26).

Hlcredeki ana ROS kaynag mitokondri olup elektron transfer zincirinde
olusan reaksiyonlar sonucu ortaya cikar (27-28). Ote yandan sitokrom P-450 ve b5,
lipoksigenaz, siklooksigenaz, a-ketoglutarat-dehidrogenaz, Urat oksidaz, ksantin
oksidaz, monoamin oksidaz, diamin oksidaz, poliamin oksidaz, aminooksidazlar gibi
¢cok sayida metabolik enzim reaksiyonlari sonucu ROS ortaya cikmaktadir (29). Bu
enzimlerin ¢cogu mitokondri, ER, peroksizom ve sitozolde bulunur. Ayrica NADPH

oksidaz enzimleri de fagositik hiicrelerde dnemli ROS-(iretici enzim grubudur.

ROS’un protein, lipit ve niikleik asitlere hasar yapici etkisi nedeniyle organizma

evrimsel olarak Ozellesmis antioksidan enzimleri gelistirmistir. Superoksit dismutaz
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(SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz, peroksiredoksinler, tiyoredoksinler,
glutaredoksinler, silfiredoksinler, glutatyon redilktazlar antioksidan enzimler
yaninda glutatyon, a-ketoglutarat, pirlivat, askorbat, oksaloasetat kiiclik enzimatik

olmayan antioksidan molekiller de organizmada mevcuttur (30).

Hicre ROS diizeyi hicrenin fonksiyonlarinin saglikh devam ettirilebilmesi
acisindan kritik bir 6neme sahiptir. Fizyolojik diizeylerdeki ROS hiicre igin hayati
Oneme sahip pek cok yolakta gérev almaktadir. Bu yolaklar kromatin dinamiginin
diizenlenmesi, NF-kB, HIF-a, Nrf2 gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivitesinin
kontroli, apoptoz indiiksiyonu ya da inhibisyonu, hiicre i¢i sinyal aktivasyonu ya da
inhibisyonu, hiicresel etkilesim ve capraz konusmaya aracilik etme, fagositlerin
patojenleri oldiirmesi, hiicre buylmesi, proliferasyon ve farkhlasma, ikincil
habercilerin diizenlenmesi, otofaji indiiksiyonu ya da inhibisyonuyla ilgili ok 6nemli

sinyal yolaklaridir (31).

2.3.2 Redoks Sinyalizasyonu

Fizyolojik konsantrasyonlarda ROS spesifik proteinleri modifiye ederek mesaj
iletimini saglayan ve hicresel yolaklari diizenleyen sinyal molekiilleri olarak gérev
yapmaktadir, bu duruma redoks sinyalizasyonu denir (32). Oksidan ve antioksidan
sistemler arasinda dengesizlik olarak tanimlanan patolojik oksidatif stres kavrami,
glinimizde molekiler veya hiicresel diizeylerde redoks sinyalizasyon bozukluklari
kavramina evrimlesmistir. Sies ve Jones’a gore hiicre metabolizmasi redoks koduna
gore organize edilmektedir. Redoks kodu biyolojik sistemlerde uzaysal ve zamansal
olarak nikotinamid adenin dintikleotit (NAD, NADP), tiyol/disllfit ve diger redoks

sistemlerini ve tiyol redoks proteomunu tanimlayan kurallar buttnadir (33).

Hidrojen peroksit redoks sinyalizasyonda ve tiyol/disllfit reaksiyonlarinda en
fazla rol oynayan sinyal molekiltudir (34). H,0,, antioksidan cevapta rol oynayan
transkripsiyon faktér Nrf2 ve inflamasyonda gorevli NF-kB araciligiyla eneriji

metabolizmasi ve inflamatuvar cevap arasinda baglantiyi saglamaktadir (35).
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Redoks sinyalizasyonunun molekiler, hiicresel ve organ diizeyindeki etkileri
uzun sidredir bilinmektedir. Reaktif tirler membranlari gecerek ve/veya uretildikleri
yerde proteinlerle etkilesime girerler. Redoks modifikasyonlari geriye doniisiimsiz
reaksiyonlarla hiicre 6limine ve organ fonksiyon bozukluguna neden olurlar.
Hucreler, redoks stresine karsi NADPH/NADP, GSH/GSSG ve Cys/Cys-SS oranini
dengeleyerek ve enerji tiretimini farkh yonlere (glikoliz, yag asidi oksidasyonu, pentoz
fosfat oksidasyonu, aminoasit katabolizmasi) donistiirerek oksidatif strese karsi
adapte olmaya calisirlar. Redoks sinyalizasyonu ve metabolik adaptasyonlar organ

fonksiyonlarini etkileyen en 6nemli faktorlerdir (36).

Kalitsal metabolik hastaliklarda oksidatif stres ile ilgili ¢alismalar kisith
sayidadir. Calismalarin ¢ogu hayvan deneylerinde olup hastalarin biyolojik
orneklerinde yapilmis calismalar daha azdir. Homosistiniiri, metilmalonik asidemi,
propionik asidemi, glutarikasitliri oksidatif stresin literatlirde dokimente edildigi
basglica kalitsal metabolik bozukluklardir. Bozulmus tiyol metabolizmasi ve
mitokondriyal disfonksiyon bu hasta gruplarinda kanitlanmis ortak mekanizmalardir

(2,37-41).

2.3.3. Oksidatif Stres

Redoks homeostazi olarak bilinen oksidan ve antioksidan reaksiyonlar
arasindaki denge durumunun bozularak, biyolojik sistemde potansiyel hicresel

hasara neden olmasi durumuna oksidatif stres denmektedir (42).



13

Mitokondriyel Elektron Tagima
H.0; 0. Zinciri,Oksidazlar

Hucre Zar i l
> 0,** m
s 1 Vs SOD1
. l /
h P
ER - ;
— H0p <« "~ peroksizom
P
> 4 .
'y // \

OH* HOCI

DNA, Protein
Ve Yag Hasari

Bozulmug Redoks Sinyali

Oksidatif Distres
e % Adaptif Cevaplar

/ Fizyopatoloji
/ Hastalik

Sekil 2.3. Oksidatif stresde hidrojen peroksitin roll (42). (SOD: Superoksit dismutaz,
ER:Endoplazmik retikulum)

Fizyolojik diizeylerde ROS dizeylerinin oldugu oksidatif stres ‘oksidatif
eustres’, olarak adlandirilirken asiri ROS yiklenmesiyle organlarda oksidatif hasara ve
hastaliklara neden olan durum icin ‘oksidatif distres’ tanimlamasi kullaniimaktadir

(Sekil 2.3.)(42).

Hidrojen peroksit fizyolojik araliklarda adaptif hiicre cevabina, yiksek
diizeylerde ise inflamatuvar cevap, bliylime duraklamasi ve hiicre 6limiine neden
olmaktadir. Bu tablolarin gelismesine neden olan ROS veya H;0; esik dizeyleri

bilinmemektedir. Bu konuyla ilgili calismalara ihtiyag vardir.

Normal kosullarda hiicre ROS dizeylerini kararli hal seviyesinde tutmaya
calismaktadir. Ancak ekzojen/endojen uyaranlar ROS dizeylerini artirir ve akut
oksidatif stres tablosu gelisir. Bu slire¢ antioksidan mekanizmalarla normal araliga

dondirilebilir ve dnemli patolojiye neden olmaz. Sirekli ROS maruziyetinde ise
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antioksidan mekanizmalar yeterli olmayacagl igin kronik hastaliklara zemin

hazirlamaktadir (43).

Organizmada hafif ve orta oksidatif stres durumlarinda (kalori kisitlamasi,
egzersiz gibi) mitokondriyal biyogenezis ve antioksidan, antiinflamatuvar, otofaji,
protein kalite kontrol sistemleri gibi onarim mekanizmalari indiklenerek saglkh
mitokondrilerin gelismesine neden olurlar. Hiicrenin dislik diizeylerde mitokondriyal
hasara hlicre savunma mekanizmalarini harekete gecirerek verdigi adaptif cevaba
mitokondriyal hormezis veya mitohormezis denir. KMH gibi hiicrenin siirekli ylksek
ROS dizeylerine maruz kalmasi durumunda adaptif mekanizmalar yeterli gelmeyerek
hicre inflamasyonu ve olimi gergeklesir. Bu durum KMH’da komplikasyonlarin

gelismesinde temel mekanizma olarak kabul edilmektedir (Sekil 2.4) (43).

Son vyillarda yapilan calismalar bazi kalitsal metabolik hastaliklarin (organik
asitlriler, aminoasidopatiler, yag asidi oksidasyon bozukluklari ve solunum zincir
bozuklulari) fizyopatolojinde redoks dengesinin bozulmus olabilecegini acikca ortaya
koymustur. Genetik defektlerin neden oldugu metabolik yolaklarda veya hiicresel
islevlerde bozukluklarin spesifik olarak biyokimyasal profilde ortaya cikardigi
degisiklikler tani koydurucudur (44-46). Toksik metabolitlerin birikimi mitokondriyal
enzim ve slregleri inhibe ederek mitokondriyal disfonksiyona, bozulmus eneriji
metabolizmasina, ROS dizeylerinde artisa, antioksidan cevap yeteneginde azalmaya
ve oksidatif stres artisina neden olarak DNA, lipit ve proteinlerde hasara neden
olmaktadir. Kalp ve beyin oksidatif strese daha duyarli olmalari nedeniyle en fazla
etkilenen organlardir (43). Literatlrde oksidatif stres metabolik profillemesi yapilan
hastalarda biyokimyasal ve klinik parametrelerle oksidatif stres belirtegleri arasinda

pozitif korelasyon saptanmistir (47).
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Sekil 2.4. Akut oksidatif stresde gorevli sinyal yolaklari ve kronik stres zemininde
gelisen kronik hastaliklar (43)

Oksidatif stres belirtegleri

Biyolojik orneklerdeki oksidatif stresi karakterize eden klasik parametreler,
DNA, lipitler ve proteinler gibi hiicresel bilesenlerdeki oksidatif hasar, artan oksidan
seviyelerindeki artis, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan dizeylerinde
azalma ve hicresel redoks sistemindeki dengeler sayilabilir. Ekzojen antioksidanlar
icin A, C ve E vitaminleri 6rnek verilebilir. Endojen enzimatik olmayan antioksidanlar
albimin, glutatyon, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, lrik asit, melatonin,
haptoglobin, bilirubin, endojen enzimatik antioksidanlar arasinda ise glutatyon

peroksidaz, siperoksit dismutaz, katalaz ve sitokrom oksidaz sayilabilir (48).

Oksidatif stres degerlendirilmesinde farkh belirtecler mevcuttur. Lipit
peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitleri ve aldehitler TBARS
(ThioBarbituric Acid Reactive Substances) olarak adlandirilir. Malondialdehit (MDA)
esdegerleri olarak farkli metotlarla dokuda veya viicut sivilarinda 6l¢ilebilirler. Hiicre
ici protein yapilar okside olduklarinda yan zincirleri (prolin, arjinin, lizin ve treonin)

Gzerinde karbonil gruplar olusur. Oksidatif stres sonucu olusan protein karbonil
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deriveleri (PCO) protein oksidasyonunun en yaygin kullanilan belirteglerdir. DNA

hasarini gésteren en 6nemli belirteclerden birisi 8-hidroksi-2'-deoksiguanozindir (48).

Oksidatif stres ve antioksidan durum gostergesi olan parametreleri ayni anda
o0lcmek ve degerlendirmek c¢ok zor ve masrafli olmasi nedeniyle genel durum
gostergesi olabilecek laboratuvar parametreleri olan Total Antioksidan Kapasite (TAS)
ve Total Oksidan Seviye (TOS) 6l¢iim tercih edilmektedir. Total Oksidan Seviye (TOS),
TAS’a boliuinerek Oksidatif Stres indeksi (OSI) hesaplanmaktadir. TAS, TOS ve OSI
degerleri organizmada oksidan/antioksidan terazisinin hangi yone kaydigini

gostermesi agisindan da 6nem tasimaktadir.

Redoks sistemleri ile inflamasyon arasindaki baglantinin net olarak
aydinlatilmasi icin okside/rediikte glutatyon (GSSG/GSH), disulfit/ nativ tiyol ve diger
redoks ciftleriyle yapilan calismalar son yillarda 6nem kazanmistir.  Glutatyon
hiicredeki en 6nemli antioksidan savunma mekanizmasidir. ROS dlizeyindeki artislar
rediikte glutatyon (GSH) diizeyinde azalmaya neden olacaktir. Okside glutatyonun
(GSSG) redikte glutatyona orani hiicresel redoks dengesinin belirleyicisi olup farkl

KMH’da oksidatif stres biyobelirteci olarak kullanilabilmektedir (49).

Tiyoller (R-SH) karbon atomuna siilfiir ve hidrojen baglanmasiyla olusan
organik molekullerdir. Oksidatif strese karsi asiri duyarlidirlar. Organizmadaki en
onemli antioksidanlardan biridir. Albumin tiyoller, protein tiyoller, glutatyon, sistein,

homosistein, gama-glutamil sistein tiyol havuzunu olusturur (50).

Reaktif oksijen tirleri fazla elektronlarini tiyol iceren bilesiklere aktararak
disulfit baglarini olusturur. Oksidan-antioksidan dengenin saglanmasi icin disulfit
baglari tekrar tiyollere indirgenir. Bu sirec¢ dinamik tiyol/disilfit dengesi olarak
tanimlanmaktadir. Tiyol/disllfit dengesinin saglanmasi detoksifikasyon, antioksidan
savunma, apopitozis, enzimatik aktivite, transkripsiyon faktorleri ve hiicre sinyal
iletimi gibi yolaklarin dizgin calismasinda 6nemlidir (51). Anormal tiyol/disulfid

homeostazisi Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi , Friedreich’s ataksisi, multipl
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skleroz ve amyotrofik lateral sklerozis patogenezindeki  norolojik hasardan

sorumludur.

Son yillarda llkemizden de KMH’da tiyol/disilfit dengesini arastiran
calismalar yapilmistir. MSUD hastalarinda yapilan bir ¢calismada serum disulfit/nativ
tiyol, disulfit/total tiyol oranlarinin kontrol grubundan farkhlik gostermedigi
saptanmistir (52). Cam ve ark. calismasinda ortalama disilfit dizeyi, sulfit/nativ tiyol
orani ve disulfit/total tiyol oranlarini intoksikasyon tipi KMH’da (fenilketonuri,
galaktozemi, Ure siklus defekti) saglikh birey grubundan anlaml olarak yiksek

bulmuslardir (53).

2.4. Otofaji

Otofaji okaryotik hiicrelerde hayatin surdirulebilirligi agisindan ¢ok 6nemli,
evrimsel olarak iyi korunmus hicrenin savunma mekanizmasidir. Otofaji zararh
patojenleri, yaslanmis-hasarli organelleri, yanls katlanmis ve mutant proteinleri
otofagozom adi verilen ¢ift membran kapli vezikiillerin igine alip lizozomlara tasiyarak

parcalanmasini saglayan ¢cok koordineli bir strectir (54-55).

Otofaji selektif olan ve selektif olmayan seklinde iki gruba ayrilir. Selektif
olmayan otofaji, indlkleyici sinyal, etki zamani, hedef tipi, lizozom transport yolagi
gibi faktorlere bagli olarak makrootofaji, mikrootofaji, saperon aracili olarak 3 gruba

ayrilmaktadir(56).
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Sekil 2.5. Otofaji ¢esitleri: makrootofaji, mikrootofaji, saperon aracili (61).

Makrootofaji yash ve agrege proteinleri veya hasarl organelleri, intraseliler
patojenleri selektif yok eden hiicre kalite kontrol sistemidir. Otofajik yolak cift
membranh fagofor isimli yapinin ¢ekirdeklesmesi, uzamasi ve otofagozom olarak
isimlendirilen ¢ift kath vezikil olusmasiyla karakterizedir. Otofagozom lizozomla
birleserek asidik ortamda parcalanmaktadir. Parcalanan molekiller yeni hicre

komponentleri olusturmak tzere kullanilir (57,58).

Mikrootofajide, parcalanacak materyal lizozom zarindan dogrudan alinarak
parcalanmaktadir. Endozomal mikrootofajide endozomal sorting kompleks (ESCRT)

sistemleri kritik rol oynamaktadir (59).

Saperon aracili otofaji sadece memeli hiicrelerinde gergeklesir, spesifik amino
asit dizileriyle (KFERQ iliskili pentapeptit iceren) proteinlerin spesifik olarak segilerek
parcalanmasini saglar. “Heat shock cognate protein of 70 kDa” (HSC70) lizozom iliskili
membran protein-2A (LAMP-2A)’ya baglanir ve hedef protein parcalanmak (izere

lizozom icine alinir (Sekil 2.5.) (60,61).

Bu (¢ grup icersinde otofajiyle sinonim kullanilan en aktif form
makrootofajidir ve ¢ok fazla sayida hastalikta calisiimistir. Beclin 1, p62, LC3 ve diger

korunmus proteinler otofaji iliskili proteinler olarak adlandirilmaktadir. Giniimize
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kadar yaklasik 31 otofaji iliskili gen belirlenmistir. Otofajinin ana diizenleyicileri mTOR
(mammalian target of rapamycin) ve AMPK (adenosine monophosphate-activated
protein kinase) sinyal yolaklaridir. Beclin 1 otofajinin baslangic asamasinda ve

otofagozom olusumunda kritik rol oynayan bir molekuldir (62).

LC3B proteini sitoplazmada ATG4 proteini tarafindan glisin aminoasiti
serbest kalacak sekilde enzimatik kesime ugrar ve sitoplazmada serbestlesir. LC3B-I
olarak adlandirilan bu protein daha sonra ATG7 tarafindan aktive edilerek, ATG3
proteini ve ATG5-ATG12-ATG16 kompleksi yardimiyla fosfatidiletanolamine (PE)
kovalent baglarla baglanir. LC3B proteininin lipitlenmis sekli LC3B-ll olarak
isimlendirilir. L3B-Il proteini otofagozomlar lzerinde yerlesir. Sitoplazmik LC3B-I
proteininin otofagozoma bagli LC3B-II'ye dontsimiyle proteinin molekil agirhgi
degisir. LC3B-II’'ye donusim proteininin otofagozomlarda birikmesini ve otofaji
uyarimini isaret ettiginden dolayi, bu sire¢ bir otofaji belirteci olarak yaygin olarak

kullanilmaktadir (63).

Cok fonksiyonlu adaptor protein ve otofajik degredasyon belirteci olan p62;
Nrf2 sinyalizasyonunu ve otofajiyi birbirine baglamaktadir. p62 araciligiyla otofajinin
indliksiyonu mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stresin ortadan kaldirilmasi icin
¢ok o©nemlidir. Yapilan c¢alismalar, asiri ROS dretimi durumunda Nrf2 gen
aktivasyonuyla p62’nin transkripsiyonunun ve ekspresyonunun diizenlenerek
otofajinin indiiklendigini géstermektedir. p62 mMRNA'sinin ekspresyon seviyesi, segici
otofaji kosullari altinda kademeli olarak artmaktadir. Nrf2'nin siirekli aktivasyonu
sitotoksik oldugu icin, Nrf2/Keap1/p62 yolagi negatif olarak diizenlenerek pozitif bir
geri besleme dongisiine yol acar (64). Bir calismada p62 geninde fonksiyon kaybinin
¢ocukluk veya adolesan doénemde baslayan ilerleyici ylrime bozuklugu, ataksi,
dizartri, distoni, yukari bakis kisithligiyla giden noérodejeneratif hastaliga neden

oldugu gostermislerdir (65).
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Sekil 2.6. Otofaji basamaklari: Baslangig, fagofor c¢ekirdeklesme, otofagozomal
olusum (uzama), otofagozom-lizozom birlesmesi (otofagolizozom) ve kargo
parcalanmasi (61).

Selektif otofaji hiicrenin yapisini ve hiicre fonksiyonlarini koruyan temizleyici
sistemdir. Mitofaji (mitokondri), lipofaji (lipidler), peroksifaji (peroksizom), ribofaji
(ribozom), agrafaji (protein agregatlari),retikiilofaji (ER) selektif otofaji cesitleridir.

Mitofaji, inflamasyon ve inflamazomla en yakin baglantisi olan otofaji seklidir (66).

Fabry, Gaucher, Niemann-Pick A/B/C, mukopolisakkaridozlarin iginde
bulundugu lizozomal depo hastaliklarinda bozulmus otofaji yolagl bilinen bir
mekanizmadir. Son yillarda kesfedilen otofaji yolagindaki bircok tek-gen bozuklugu,
“konjenital otofaji bozukluklari” olarak tanimlanmaktadir. Beyin malformasyonlari,
gelisme geriligi, zihinsel yetersizlik, epilepsi, immun ve hematolojik bozukluklar ortak
klinik bulgulardir. Vici sendromu, herediter spastik paraplejiler, otozomal resesif

ataksi sendromlari, p62-iliskili cocukluk veya adolesan c¢aginda baslayan



21

norodejenerasyon ve TBCK (TBC1 domain containing kinase) ensefalonéropatisi

konjenital otofaji bozukluklari icerisinde yer alir (67).
2.4.2. Otofaji-oksidatif Stres iliskisi

Otofajiile ROS arasindaki iliskiyi arastiran galismalar siirmekle birlikte iki yonli
iliski ve karsilikli konusmalarin varhg bilinmektedir. Hiicrede redoks dengesinin
saglanmasi amaciyla ROS'un otofajiyi indukleyebildigi yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir.  Tim  hicrelerde bazal dizeyde otofaji mevcuttur. Yanlis
katlanmis/katlanmamis anormal protein agregatlari, azalan mitokondri membran
potansiyeli, ATP, enfeksiyon ve besin eksikligi gibi stres durumlarinda ROS’un asiri
artisina cevap olarak otofaji yolag: hizl sekilde aktive edilir (68-69). ROS, PI3K/Akt
/mTORC1 sinyal vyolagini farkh mekanizmalarla hem etkinlestirir hem de
baskilamaktadir. ROS tarafindan PI3K/Akt/mTORC1 yolaginin baskilanmasi, otofaji
aktivasyonuna neden olur. Mitokondriyal ROS (mROS), otofajik sinyalizasyonu
yalnizca aktive etmez ayni zamanda inhibe eder. Otofaji, oksidatif strese karsi hiicreyi

olimden korur, ancak otofajinin bozulmasiyla oksidatif stres tetiklenir.

Nikleer faktor eritroid 2 iliskili faktor 2 (Nrf2) oksidatif strese ve doku
hasarina karsi antioksidan enzimlerin ekspresyonunu diizenleyen anahtar
transkripsiyon faktordir (70). KEAP-1, Nrf2'nin proteozomal yolla parcalanmasini
saglayan adaptor proteindir (71). Oksidatif strese yanit olarak Nrf2, KEAP1'den
ayrilarak antioksidan cevap elemente (ARE) baglanir ve cekirdekteki hedef genleri
aktive ederek antioksidan sistemi harekete gecirir. Otofajide Nrf2, oksidatif strese
karsi p62 gen ekspresyonunu indiikler ve p62 daha fazla Nrf2'yi aktive ederek, pozitif

geri besleme dongusini olusturur (72-74).

p62 antioksidan sistemin sefi Nrf2 ile inflamasyon sistemiyle iliskili NF-«kB
arasindaki baglantiyr saglayan adaptor proteindir (Sekil 2.7). NF-kB proteini Nrf2'yi
indlikler. p62 normal sartlarda inflamazom bilesenlerini otofagozom icine alarak
parcalar ve inflamasyonu baskilar. p62 hasarli mitokondrilerin eliminasyonunu

saglayarak da inflamazom aktivasyonunu inhibe eder (74). P62 normal sartlarda
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inflamazom olusumunu 6nlemekle birlikte hastalik durumlarinda asiri oksidatif stres
nedeniyle aberan p62 ekspresyonu p62-mitofaji dengesini bozar, hasarl

mitokondrilerin birikimine ve inflamazom aktivasyonuna neden olabilir.

inflamazom

aPKC
NF-xB IKK TRAF6 p62 ——————] Keap1 Nrf2

Hasarh mitokondri
eliminasyonu

-l

inflamazom aktivasyonu

Sekil 2.7. Nrf2, NF-kB, p62 ve inflamazom iliskisi (74)

2.5. inflamazom

inflamasyon zararli patojenlere veya irritanlara cevap olarak evrimsel olarak
korunmus dogal bagisiklik sisteminin savunma mekanizmasidir. Yetersiz inflamatuvar
cevap persistan infeksiyona neden olurken asiri inflamatuvar cevap kronik
inflamasyon ve hastaliklara neden olmaktadir. Hiicre hasarina karsi inflamatuvar
cevap enfeksiyonlardaki cevaba benzer oldugundan mikroorganizmalara karsi
savunmada gorev alan ayni konakgi reseptorler steril inflamasyon baslamasinda da
gorev almaktadir. Patern tanima reseptorleri (PRR) dogal bagisikhgin temel
molekilleri olup, monositler, makrofajlar, noétrofiller ve dendritik hicrelerde
eksprese edilirler. PRR arasinda Toll benzeri reseptorler (TLR) ve NOD benzeri
reseptorler (NLR) sayilabilir. PRR’ler mikroorganizmalardan kaynaklanan
lipopolisakkarit (LPS) gibi patojen iliskili molektler parcaciklari (PAMP’lari) veya ATP
gibi hiicre hasari sonucu aciga ¢ikan hasar iliskili molekiiler parcaciklari (DAMP’lani)
tanir, mikrobiyal enfeksiyonu ortadan kaldirmak ve hasarli dokuyu onarmak icin

inflamatuvar yolaklari indikler (3,75).
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ilk kez 2002 yilinda kesfedilen inflamazomlar mikrobiyal enfeksiyon ve
hlcresel hasar gibi tehlikeli sinyallere karsi konak hiicre tarafindan olusturulan
sitozolik protein kompleksleridir (76). inflamazom olusumu icin sensér olarak PRR,
adaptor protein ASC (bir CARD igceren apoptozis iliskili benek benzer protein) ve
kaspaz 1’'in birlesmesi gereklidir. Son yillarda inflamazomlarla ilgili ¢calisma sayisi
giderek artmaktadir. Literattrde iyi calisiimis 4 tip inflamazom vardir: NLRP1, NLRP3,
NLCR4, ‘absent in melanom 2’ (AIM2). i¢lerinde en fazla dikkat cekici olan ve
enfeksiydz olmayan hastalik gruplarinda calisma yapilmis inflamazom tipi NLRP3
inflamazomdur. NLRP3, ASC ve kaspaz 1 proteinleri bir araya gelerek, ASC'nin NLRP3
proteinini cevreledigi, kaspaz 1'in ASC’'ye tutundugu konsantrik bir yapi olusturur. Bu

konsantrik organizasyona NLRP3 inflamazom ad verilir (77,78).

inflamazomlar, tehlike sinyallerine yanit olarak kaspaz-1'i aktiflestirerek
substratlari pro-IL-1 B ve pro-IL-18'i parcalayabilen ve aktif formlari olan interlokin-1
(IL-1) ve interlokin-18 (IL-18) sitokinlerin salgilanmasina neden olan protein
kompleksleridir. inflamazomlar aktif kaspaz-1 yoluyla pro-IL-1B ve pro-IL-18
substratlarinin yaninda gasdermin-D olarak bilinen bir sitozolik proteini de aktive
etmekte ve bu substratlarin her birini aktif formlarina ayirabilmektedir. Gasdermin’in
aktivasyonuyla hiicre zar bitinlGgi bozularak “piroptozis” olarak bilinen hiicre 6lim
sureci baslamaktadir. Piroptozis, apoptozisden farkl olarak komsu hicrelerde daha

fazla inflamasyona neden olarak kronik inflamasyon siirecini tetikler (3,75).
2.5.1. NLRP3 Sinyalizasyon ve Aktivasyon Mekanizmalari

immiin hiicrelerde inflamazom olusumunun baslatilabilmesi icin ‘priming’ birincil
sinyali (sinyal 1) gereklidir. Birinci asamada PAMP veya DAMP'lar TLR'ler tarafindan
taninir ve daha sonra inflamazomla ilgili bilesenlerin (NLRP3, pro-IL-1f3, pro-IL-18)
transkripsiyonlarini tetikleyen NF-kB aracili sinyalizasyon gerceklesir. Bu hazirlik
asamasi genellikle in vitro deneylerde lipopolisakkarit (LPS) kullanilarak
calisiimaktadir. ikinci sinyalizasyonla inaktif durumdaki NLRP3 inflamazomun

aktivasyonu gerceklesir (79).
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Sekil 2.8. inflamazom aktivasyon mekanizmalari (79).

Literatlirdeki bilgiler dogrultusunda, NLRP3 aktivasyonunun 3 vyolla

gerceklestigi ileri sirtilmektedir (80,81).

1) iyonik akis: K hiicre disina ¢ikmasi NLRP3 inflamazom olusumunu
tetiklemektedir. Kalsiyum mobilizasyonu, Na ve Cl akislarinin da etkili
oldugunu gosteren c¢alismalar olmakla birlikte kesin  olarak

kanitlanmamistir.

2) ROS ve mitokondriyal disfonksiyon: Mitokondriyal solunum zincirinin
inhibisyonu ile Uretilen mtROS'un NLRP3 inflamazomunu aktive edebildigi
literatlrde bildirilmistir. ROS inflamazom aktivasyonu icin ortak bir sinyal

olarak onerilmektedir.

3) Lizozomal disfonksiyon: Hiicre icine giren uyarici molekiller (kolesterol,
amiloid-B, monosodyum Urat, kalsiyum kristalleri) lizozom membran

potansiyelini degistirerek stabilitesini bozarlar. Lizozomal hasar sonucunda
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sitoplazmaya cikan katepsin B ve diger lizozomal enzimlerin inflamazomlari
aktive ettigi dustntlmektedir. Ancak bu mekanizmanin da aydinliga

kavusmasi gerekmektedir.

Ateroskleroz, diabet, Alzheimer gibi hastaliklar NLRP3 aktivasyon bozukluklari
olarak bilinmektedir. NLRP3 genetik bozukluklari arasinda ise eski ismiyle periyodik
ates sendromlari, glinimizde kriyopirin iliskili periodik sendromlar (CAPS) olarak
bilinen otoinflamatuvar hastaliklar sayilabilir (82). Bu hastalik grubu igin

‘inflamazomopatiler’ adlandiriimasi da kullaniimaktadir.

Son on yildir, NLRP3 inflamazom aktivasyon mekanizmasinin aydinlatiimasi
icin yogun arastirmalar stirdirilmektedir. Ancak inflamazom aktivasyon mekanizmasi
heniiz tam olarak anlasgilamamistir. NLRP3 inflamazomun asiri aktivasyonu zararl
kronik inflamasyonun ve buna bagh organ hasarinin baslica nedenidir. Bu nedenle

onemli bir terapotik hedef durumuna gelmistir.
2.5.2. Otofaji-inflamazom iliskisi

inflamatuvar hastaliklarin gelisiminde en ®nemli mekanizmalardan biri
inflamazom aktivasyonudur. Son 10 yilda otofaji-inflamazom iliskisini arastiran
c¢alismalar buylk ivme kazanmistir. Otofaji hilicre ici hasarli organellerin ve
proteinlerin parcalanmasini saglayan énemli bir koruyucu mekanizmadir. Otofajik
fonksiyon bozukluklari asiri inflamasyon ve inflamazom aktivasyonuna neden olarak
inflamatuvar hastaliklara zemin hazirlar. NLRP3 inflamazom ¢ok fazla hastaligin
ortaya cikmasi, gelismesi ve prognozunda Onemli rol oynamaktadir. Hepatit,
intestinal inflamasyon, nefropati, inflamatuvar akciger hastaliklari, santral sinir

sistemi hastaliklari, sepsis, osteoartrit ve obesite bu hastaliklarin icersindedir.

Literatlirde kalitsal metabolik hastaliklarda inflamazom gen ekspresyonlarini
arastiran makale sayisi yok denecek kadar azdir. Aflaki ve ark. calismasinda Gaucher
hastalarinin makrofajlarinda bozulmus otofajiye bagh inflamazom aktivasyonunu

gostermistir (83). Gaucher makrofajlarinda otofajik adaptér p62 dizeylerindeki
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artisin inflamazomlarin otofagozom igine alinarak pargalanmasini engelledigi
gosterilmistir. Ayrica p62’deki bu artis NF-kP aktivasyonuna yol acgarak inflamatuvar
sitokinlerin artisina ve IL-1f’nin salgillanmasina neden olmustur. Bu vyeni
mekanizmayla lizozomal islev bozuklugunun inflamazom aktivasyonuyla iliskisi
gosterilmekle birlikte masif organomegali, kemik tutulumu ve Gaucher hastalarinda
gorilen bazi malignitelere karsi yatkinligin da bu mekanizmayla iliskili olabilecegini
ortaya koymuslardir. Ayrica lizozomal depolama, bozulmus otofaji ve inflamasyon
arasindaki bu baglantinin hem Parkinson hastaligi hem de yaslanma siireci ile ilgili
etkileri olabilir. Bu temel hiicresel islemlerdeki kusurlarin aydinlatiimasi yeni

terapotik hedeflerin kesfi acisindan 6nem tasimaktadir.

intoksikasyon grubu KMH’da inflamazom-otofaji iliskisini arastiran calisma

literatlirde bulunmamaktadir.
2.6. immun Sistem Hiicre Fonksiyonlari

Periferik kan mononiikleer hiicreler (PKMH) tek yuvarlak niikleus tasiyan kan
hiicreleridir. PKMH’ler farkh siniflardaki immun hiicrelerden olusmaktadir. T hiicreleri
%70, B hiicreleri %15, monosit %5, dendritik hiicreler %1 ve dogal 6ldiirticti hiicreler

%10 civarinda bulunmaktadir (84).

Double-negatif T hticreleri (DNT) (CD3+CD4-CD8-) olgun T hicrelerinin alt
grubu olup immiinolojik ve inflamatuvar dengeyi diizenleyici énemli rolleri vardir.
Otoimmun ve inflamatuvar hastaliklarla iliskisi bilinmektedir (85). Literatiirde

intoksikasyon grubu KMH’da DNT dizeylerini arastiran ¢alisma mevcut degildir.

Dogal olduricu hicreler (NKT) dogal ve adaptif immun sistem hiicrelerinin
ozelliklerini tasir. Karaciger, dalak, lenf nodu ve yag dokusunda farklilasarak spesifik
ozellikler kazanarak pro-inflamatuvar veya immunmodulator ozellikleri kazanirlar.
NKT hiicrelerinin otoimmun hastaliklarda, astim, enfeksiyonlarda ve antitimor

cevapta 6nemli rolleri deneysel modellerde ve insanlarda yapilan ¢alismalarla ortaya
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konmustur (86). Literatirde NKT hicreleriyle lizozomal depo hastaliklarinin

baglantisini gosteren ¢alismalar mevcuttur.

Monositler dogal immun sistemde Onemli rolleri olan hiicrelerdir.
Monositlerin heterojen dogasi ve makrofajlara veya dendritik hiicrelere farklilasma
kabiliyeti dogal ve adaptif immun sistem arasinda 6nemli kdpri gorevleri vardir.
insanlarda CD14 ve CD16 yiizey protein ekspresyon diizeylerine bagh olarak 3 tip
monosit alt grubu vardir: Klasik monosit (CD14**, CD167), intermediate (CD14%,
CD16%) ve klasik olmayan monosit (CD 14*, CD16**). Transkriptomik analizlerle bu

hicrelerin farkh fonksiyonel 6zellikleri tanimlanmustir (87,88).

Klasik monositler periferik kandaki monositlerin %85-90’ini olusturan yiksek
derecede fagositik ve O6nemli ¢opgu hucrelerdir. Intermediate hucreler %8-10
oraninda bulunur. Bu hiicreler ROS sentezi, antijen sunumu, inflamasyon, T hiicrelerin
proliferasyonu ve aktivasyonunda, anjiogenezisde gorev almaktadirlar. Klasik
olmayan monositler ise dolasimda %2-11 oraninda bulunur. Zedelenme sonrasinda
endotele yapisirlar ve inflamatuvar sitokinlerin salinimina neden olurlar. Antijen
sunulmasinda ve T hiicre aktivasyonunda gorev almaktadir (89). Literatliirde KMH’da
monosit fenotiplerinin arastirildigi calismaya rastlanmamustir. LPi hastalarinda

monosit ve makrofaj fonksiyonlariyla ilgili calismalar mevcuttur.

T lenfositlerin biyolojisinde ROS biliyliik 6nem tasimaktadir. Notrofillerden
veya makrofajlardan Uretilen ROS, T lenfositlerin sinyalizasyonunu, aktivasyonunu,
proliferasyonunu ve canliigini negatif yonde etkiler. Bunun infeksiyon bdlgesinde
asiri inflamasyonu 6nlemek igin bir adaptasyon mekanizmasi olup olmadigi tam
anlasilamamistir. Hidrojen peroksit uygulanan T hiicrelerinde en direngli hiicreler
efektor ve regililator T hiicreler, en duyarli ise naif ve hafiza T hicreler olarak tespit
edilmistir. Makrofajlar ve dentritik hiicreler T lenfositleri ROS’dan korumak amaciyla
kronik inflamasyon sirecinde glutatyon prekiirsérii olan sistein salgilar. ROS ve

antioksidanlar arasindaki denge T hiicrelerin diizgiin fonksiyon gormesi icin ¢ok
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onemli olup, dengenin bozulmasi T hiicrelerinde aktivasyon artisina veya azalmasina

neden olmaktadir (89-90).

2.7. Metabolomik

Hiicrelerde, organlarda ve organizmalarda olusan kimyasal reaksiyonlarin
toplamina ‘metabolizma’ adi verilmektedir. Metabolit; insan viicudunda meydana
gelen biyokimyasal reaksiyonlara katilan veya bu reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan
dusiik molekl agirlikl kimyasal bilesenlere verilen genel addir. Metabolomik kavrami
“omics” dilinyasina genomik, transkriptomik ve proteomik arkasindan en son
eklenmis alan olmakla birlikte gercek fenotipe en yakin olan bilimdir. Genomik ve
cevresel etkileri cok iyi yansitabilmesi nedeniyle sadece hastalik mekanizmalariyla
ilgili bilgi vermekle kalmayip ayrica tani ve tedavi konusunda da yol gostericidir (Sekil

2.9) (91-93).

Vicutta bulunan metabolitlerin timi metabolom terimi ile ifade edilir.
Metabolomik miimkiin oldugunca fazla sayida metabolitin ileri analitik tekniklerle
Olgllmesidir. Metabolomik profillemede altin standart yoéntem yiksek ¢ozinurltkIG
kitle spektrometrisidir. Nikleer manyetik rezonans spektroskopi yonteminin érnek
hazirlanmasinin kolayhgi, kesin yapisal 6zellikleri géstermesi gibi avantajlari vardir
ancak mikromolar diizeyinde metabolitleri profilleyebilir. Dlsik sensitivitesi ve sinirh
sayida metabolit tanimlamasi nedeniyle kiitle spektrometri (MS) yéntemi NMR’a
tercih edilmektedir. MS; nanomolar diizeyinde metabolitlerin 6l¢cimini yapabilir.
Sivi kromatografi veya gaz kromatografi yontemleriyle metabolitlerin ayrimini
polaritesine veya ucuculuguna gore gerceklestirebilir. Kitle spektrometri (MS/MS) ise

fragman analiziyle metabolitlerin tanimlanmasina yardimcidir (94,95).

Kitle spektrometri tabanli metabolomik 3 basamakta gerceklestirilir: 6rnek
hazirlanmasi, verilerin elde edilmesi ve verilerin yorumlanmasi (96). Bu basamaklarin
hepsi deney planina uygun olarak optimize edilmelidir. Hedefli ve hedefsiz
metabolomik olarak 2 yontem vardir. Hedefsiz metabolomigin major avantaji

beklenmedik metabolik degisikliklere karsi tarafsiz yaklasimi mimkin kilmasidir. Bu
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durum yeni biyobelirteclerin kesfi acisindan bliyik 6nem tasimaktadir. Ancak cok
fazla metabolit tanimlanamayabilir ve her metabolit i¢in uygun ekstraksiyon
protokoll olmayabilir. Hedefli metabolomik icin 6nceden tanimlanmis metabolit seti
mevcuttur. Bu metaboliklerdeki bozukluklar ve etkilenen yolaklar bilindigi igin
ekstraksiyon protokolli de buna uygun olarak optimize edilebilmektedir. Internal
standardlarin  kullaniimasiyla hedefli metabolomik olgiimleri yari kantitatif

olabilmektedir (97-99).

2005 yilinda insan Metabolom Projesi Dr. Wishart (Alberta
Universitesi,Kanada) tarafindan baslatilmistir. 2005 yilinda ilk veri bankasi METLIN
Scripps Arastirma Enstitlisli tarafindan kullanima aciimistir, bu dénemde 10.000’den
fazla metabolit ve kitle spektrometri verisi bulunmaktaydi. 2016 Nisan ayinda

METLIN veri tabaninda metabolit sayisi 242.032’ye ulasmisti (100).

Klinisyenler igin tanisal testlerin birincil amaci etkili tedavisi bulunan
hastaliklarin tanisinin en kisa slirede konulmasidir. Bu tedavi yontemleri ise genellikle
spesifik metabolik blogun neden oldugu metabolik defekti tedavi etmeye yoneliktir.
Bu metabolik regililasyon bozuklugunun neden oldugu sekonder hicresel

adaptasyonlar ise dikkate alinmamaktadir.

Gunlmuzde enzim eksikliginin etkiledigi ¢coklu yolaklarla ilgili bilgi seviyesi
metabolomik analizler sayesinde artmaktadir. Ozellikle hastalar, model organizmalar
ve hiicre modelleriyle yapilan c¢alismalarda kararli izotoplarin da kullanilmasiyla

mekanizmalar daha iyi aydinlatilabilmektedir (101).
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Sekil 2.9. Farkli omik katmanlari ve metabolomik analizler (102-104).

in vivo ve in vitro metabolomik ¢alismalar farkli 6rnek tipleri, 6rnek hazirlama
metodlari, deney kurulumu ve sonug¢ verilerine dayanmaktadir. Bunlar bir
metabolomik arastirmanin siitunlarnidir. iki ¢calisma metodundan da farkh bilgilerin

kazanilmasi mimkiindir (105).

Hastalar  lizerinde vyapilan metabolomik calismalar  biyobelirteg
kesfedilmesinde olduk¢ca 6nem tasimakla birlikte mekanizmalarin aydinlatilmasinda
¢ok uygun olmamaktadir. Clinkii bu mekanizmalarin bitiin olarak anlasiimasinda
gerekli bilgileri kan, idrar ve beyin omurilik sivisi 6rneklerinden elde etmek mimkin
degildir. Ancak insan 6rneklerinden yapilan arastirmalar tani, hastaligin progresyonu,
tedavi etkinligi veya uyumuyla ilgili cok etkili ve dogru bilgileri saglamasi nedeniyle
son derece degerlidir. Ayrica hedefsiz metabolomik sonrasi yapilan yolak analizleri
hastaliklarda en siddetli etkilenen yolaklari tanimlayabilmektedir. Kararl izotoplarla
yolaklarin izlenmesi (fluksomik) fizyopatolojinin anlasilmasinda ¢ok daha faydali bir

surectir (105).

Metabolomik analizler biyobelirtecglerin kesfedilmesinde kullanilabilir. Ulusal
Tarama programlarinda veya tanisal belirte¢ olarak metabolomik yontemlerden
faydalaniimaktadir. Cok genis kapsamli sonu¢ vermesi nedeniyle plazma érneklerinde

hedefsiz metabolomik analizler tercih edilmektedir (105).
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Metabolomik analizlerin tedavi protokollerinin belirlenmesinde de 6nemli
rolleri bulunmaktadir. Calismalardaki amag hastaligin siddetiyle iliskili biyobelirtegleri
bulmak ve ayni zamanda tedavinin izlenmesi igin uygun biyobelirtegleri kesfetmektir.
Glukoz transport tip 1 (GLUT 1) eksikligi olan hastalarda plazma, idrar ve BOS
ornekleri ketojenik tedavi Oncesi ve tedavi sirasinda yapilan hedefsiz metabolik
profillemede kontrol hastalarina gore belirgin farklihk bulunmustur. Karbonhidrat ve
lipid metabolizmasinda en fazla etkilenme saptanmakla birlikte aminoasit
profillerinde buylk degisiklikler gozlenmistir. Ayrica tedavi sirasinda TCA
donglisiindeki ara urinleri etkileyen serbest karnitin dlzeyleri ¢ok distk bulunmus
ve ketojenik diet uygulanan hastalara L-karnitin tedavisinin eklenmesi onerilmistir

(105).

Metabolomik farkli model sistemlerde hastalik mekanizmalarini arastiran
kuvvetli bir tekniktir. Bu mekanizmalara dayanarak ¢nceden tedavi edilmeyen
bozukluklar icin yeni tedaviler 6nerilebilir ve metabolomik profilleme ile tedavinin
etkinligi ve tedaviye cevabi degerlendirmek icin kullanilabilir. Farkli verilerin
entegrasyonu genotip-fenotip korelasyonundan cok daha fazla bilgiye ulasmamizi

saglar.

Gunlmuzde kalitsal metabolik bozukluklarda altta yatan fizyopatolojisinin
aydinlatilmasinda bilgi eksikligi mevcuttur. Multiomik yaklasim; metabolomigi
genomik veya transkriptomik gibi farkli omiklerle birlestirerek metabolik hastalik

tablosundaki resmin tiim pargalarini tamamlamamizi saglayacaktir.
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3. YONTEM VE GEREGLER
Bu ¢alismada;

1. Oksidatif stresi degerlendirmek icin, hasta serum orneklerinde yedi
oksidatif stres belirteci (total antioksidan seviyesi-TAS, Total oksidatif stres-
TOS, Total tiyol, Nativ tiyol, Disulfit ve Tiyol/Disllfit orani diizeyleri) ile
periferik mononikleer hiicrelerde hiicre i¢i ROS dlizeyleri akim sitometri ile

degerlendirildi

2. Otofaji ve inflamasyon yolagini degerlendirmek icin, periferik kan
mononikleer hiicre orneklerinde Real-time PCR (RT-PZR) yontemiyle
otofaji ve inflamazom yolaginda rol alan 7 genin (NLRP3, ASC, Kaspazl,
NFKB, LC3B-Il, p62 ve Beclin 1) ekspresyon analizleri ile ayni genlerin
protein dlizeyleri normal ve LPS-ATP ile indiiklenmis hiicrelerde bakildi. Ek

olarak plasmada sitokin dizeylerine bakildi.

3. immun fenotiplendirme amaciyla periferik mononiikleer hiicrelerde
lenfosit alt gruplari analizi ve fitohemagliitinin ile lenfosit aktivasyon

deneyleri gerceklestirildi.

4. Metabolomik profilleme ile hasta plasma orneklerinde vyiksek
¢ozunlrlakli LC-MS/MS (kuadropol-ugus zamani, Q-TOF) kullanilarak

hedefsiz metabolomik yaklasimi ile gerceklestirildi.
3.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Segilmesi

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Cocuk
Metabolizma Bolimi’nde takip edilen, biyokimyasal ve genetik analizlerle MSUD,
klasik galaktozemi, lizinlirik protein intoleransi ve tirozinemi tip 1 tanisi konan
hastalar calisma grubunu olusturdu. Akut metabolik kriz tablosunda veya aktif

enfeksiyonu olan hastalar c¢alisma haricinde tutuldu. Kronik hastaligi ve akut
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enfeksiyon tablosunda olmayan, kontrol amagh poliklinik bagvurusu yapan bireyler

kontrol grubunu olusturdu.

Doktora tezi calismasi icin Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan (05.12.2017 tarihi, GO 17/924 kayit numaral) etik kurul
izni alindi. Tim hasta ve saglikh kontrol bireylerden ¢alismaya 6zel olarak hazirlanmig

gondlli katilimer onam formu alindi.
3.2. Biyolojik Orneklerin Toplanmasi

Fizik muayeneleri yapildiktan sonra enfeksiyon bulgusu olmayan hastalardan
ve saglikh bireylerden EDTA’lI ve antikoagllan icermeyen tilplere periferik kan
ornekleri alindi. Orneklerden, en geg bir saat icersinde serum ve plazma izolasyonu,

4 saat icersinde periferik mononiikleer hiicre izolasyonu gerceklestirildi.
3.2.1. Serum izolasyonu

EDTA icermeyen tlplere alinan 3-4 ml kan 6rnekleri 4°C, 1200 x g, 10 dakika
santriflij edildi. Santriflij sonrasi serum 500ul olacak sekilde 1,5ml’lik ependorflarda

alikotland. ileri calismalar icin érnekler -80°C’de saklandi.
3.2.2. Plazma izolasyonu

EDTA’l tiplere 8-10 ml periferik kan alindiktan sonra 4°C’de 10 dakika 1800
rom’ de santriflij edildi. Plazma 6rnegi 1,5ml’lik ependorflarin icine 500 ul olacak

sekilde alikotlandi. Calisma yapilana kadar -80°C’de saklandi.
3.2.3. Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre (PBMC) izolasyonu

Plazmasi uzaklastirilmis kan ornegine 5ml PBS eklenerek karistirildi.  Ayri bir
falkona, kan ornegi ile esit miktarda fikol, steril pastor pipeti yardimi ile eklendi Fikol

Gzerine PBS ilave edilmis kan yavas bir sekilde yayildi.

Ornekler +20°C 'de 20 dak. 600 x g 'de santrifiij edildikten sonra frensiz olarak

durduruldu. Santrifiij sonrasi plazma/PBS ve fikol arasinda bulutsu olarak géziken
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mononiikleer hiicreler (PBMC), pastér pipeti yardimi ile toplandi. Orneklerin iizerine
5ml PBS ilave edilerek +4°C’'de 5 dak. 1500rpm’ de santriflij edildikten sonra altta
kalan pelet, falkonun tabanindan yavas hareketlerle tamamen kaldirildi. Beckman-

Coulter cihazinda hiicre sayimi yapildi.

Hicre peleti olusturmak igin hiicreler 10 ml’ye PBS ile tamamlandiktan sonra
+4°C, 1500 rpm, 5 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasi 5 milyon hiicre, DNaz-RNaz
icermeyen 1,5ml’lik ependorflara 500 pl RNAprotect Cell Reagent (Qiagen; Cat No:
76526) ilave edilerek alikotlandi. Alikotlanan 6rnekler -80°C’de ileri RNA ¢alismalarina

kadar saklandi.

Hlcreler DMSO, FBS ve DMEM igeren c¢o6zelti igerisinde kriyotiplere
alikotlandi. Mr. Frosty dondurma kabina alinarak -80°C'de 24 saat bekletildikten

sonra hiicreler ileri galismalarda kullaniimak izere -196°C’de azot tankina yerlestirildi.

3.3. Kalitsal Metabolik Hastaliklarda Oksidatif Stres ve Disiilfit/Tiyol

Homeostazis Arastirilmasi
3.3.1. Total Tiyol, Nativ Tiyol ve Disiilfit Ol¢iimii

Serum tiyol/disulfit diizeyi icin alinan kan ornekleri 1600 g’de 15 dakika

santriflj edildikten sonra analizler yapilincaya kadar -80 C saklandi.

Tiyol/ disulfit denge ol¢timleri; nativ tiyol , dinamik disulfit , total tiyol [(-
SH)+(-S-S-)] duzeylerinin dinamik “-SH/-S-S-” homeostazisinin degerlendiriimesinde
kullanildi Disulfit dizeyi (serum total tiyol - serum native tiyol)/2 formuli ile

hesaplandi.
3.3.2. TOS (Total oksidatif stres) / TAS (Total Antioksidan Seviye) Analizleri

TOS ve TAS dizeyleri (retici firmanin (Relassay,Gaziantep,Tlrkiye)

protokoliine uygun olarak él¢ulda.
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Oksidatif stres indeksi: OSI; TOS dizeylerinin TAS diizeylerine oraninin ylzde

olarak ifade edilme seklidir.
3.3.3. Hiicre i¢i ROS Olgiimii

Hilcre i¢ci ROS seviyesinin tespiti icin ROS'a duyarli prob olan 2'7'-
diklorodihidrofloresein diasetat (H2DCFDA, Invitrogen,D-399) kullanildi.

10 mM'lik bir stok ¢ozelti H2DCFDA DMSO iginde hazirlandi. Mononiikleer
hiicreler, karanlikta 37 °C'de 30 dakika boyunca PBS icinde 5 uM boyama sollisyonu
ile inkiibe edildi.

Hicreler %0.05 tripsinEDTA ¢ozeltisi ile toplandi. Toplanan hicreler akim

sitometri (Novocyte, Agilent, ABD; 488nm lazer) cihazinda analiz edildi.

3.4. Otofaji ve inflamazom Gen Ekspresyonlarinin ve Hiicre i¢i Protein

Diizeylerinin Olgiilmesi
3.4.1. Otofaji ve inflamazom Gen Ekspresyonlarinin RT-PCR ile Analizi

Bu deneyler RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-PCR olmak lizere 3 agsamada

gerceklestirildi.
Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu icin alikotlanan 5 milyon PBMC’den RNA izolasyon kiti
RNeasy Minikit ( Kiagen, Kod no: 74104) kullanilarak dretici firmanin protokoliine

uygun bir sekilde total RNA izolasyonu yapildi.

Deneylere baslarken 1 ml tampon RLT igersine 10 plt merkaptoetanol

eklenerek lizis tamponu hazirlandi.

Lizis tampon ve B-merkaptoetanol homojenize edilerek lizat elde edildi.

Ornekler c¢oziilerek, DNAaz-RNAaz icermeyen 2 ml'lik ependorflara aktarildi.
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Uzerlerine 1 ml PBS eklendikten sonra +4°C, 5000 x g, 5 dakika santrifiij edildi,

hiicreler ¢oktlrildi, sipernatan kisim dokildi.

Pelet izerine 350 plt lizis tampon ve 350 plt %70’lik etanol eklenerek pipetle
iyice kanistirildi, santriflj edilmedi. Peletin lizerine 700 pult karisim eklendikten sonra
kolona yiiklendi, 13000 g 20 saniye santriflij edildi. 700 plt RW1 tampon eklenerek
13000 g de gevrilerek kolonun alt kismi dékild.

Orneklerin (izerine 500 plt RPE tampon eklenerek 15 sn 13000 g’de santrifiij
edildi. Kolonun altindaki sivi atildi. 500 plt RPE 2 dakika 13000 g’de santrifiij edildi.

Temiz toplama kolonuna 2 ml 6rnek alinarak en yiksek hizda 1 dakika ¢evrildi.
Pembe kolon 1,5 ml’'lik temiz toplama tiipline yerlestirildi. 30 plt RNaz icermeyen su
eklenerek 1 dakika 13000 g’de santriflij edildi. RNA’lar yaklasik 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi. ikinci ylkamada 20 plt RNaz icermeyen su eklenerek 13000 g 1

dakika santrifiij edildi. Toplam ellisyon hacmi 50 mikrolitre olacak sekilde ayarlandi.

RNA ornekleri buz Uzerine alindi. NanoDrop spektrofotometre ile her bir
ornekten 1,5 pl kullanitlip RNA miktar tayini yapildi cDNA eldesine kadar tiim izole
edilen total RNA 6rnekleri -80°C’de saklandi.

Reverse Transkriptaz (cDNA) islemi

Revers transkriptaz islemi oligo(dT) ve random hekzamer primerleri ile
gerceklestirildi. Reverse transkripsiyon kiti (Thermo Sci., High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Cat No: 4368813) kullanilarak protokole uygun sekilde deneyler
yapildi.

Birinci basamak icin buz Uzerinde steril tlp icerisinde asagidaki reaksiyon

karisimi kullanildi.
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Tablo 3.1. cDNA Ornek Hazirlama Reaksiyon Malzemeleri

Komponentler Miktar
10XRT buffer 2 ult
dNTP 0,8 plt
Random primerler 2 plt
Reverse transkriptaz 1 plt
RNA 14,2 plt
Toplam hacim 20 ult

PCR cihazinda yaklasik 2 saat sonunda reaksiyon gerceklestikten sonra
cDNA'’lar, tekrar buz Gzerine alindi. NanoDrop spektrofotometre ile tim 6rnekler

okutuldu. RT-PCR islemine kadar cDNA’lar -20°C’de muhafaza edildi.

Gen Ekspresyon Analizi

Bu calismada RT-gPCR yontemiyle ASC, Beclin-1, Kaspaz-1, LC3B-Il, NF-KB,
NLRP-3, p62 ve housekeeping gen olarak GAPDH genlerinin ekspresyon seviyeleri
saptandi. Primer tasarimi ‘Primer3Plus’ programi kullanilarak veya literatir bilgisi

kullanilarak gerceklestirildi.

RT-PCR islemiyle isaretleme icin RNA’lardan cift iplikli yapiya dondstirilen
cDNA zincirleri arasina girerek floresan isima veren SYBR Green | boyasi (SensiFAST
SYBR No-ROX Kit Lot No SF883-B101160) kullanildi. RT-qPCR analizleri icin LightCycler
480 (Roch, Switzerland) termal dongt cihazi kullanildi. Her gen bolgesi icin uygun Tm
sicakligi belirlenerek, deney kurulumu gerceklestirilerek déngi egrileri ve erime
egrisi (Melting curve) verileri incelendi. Tum genler icin uygun primer Tm sicaklik 60°C

olarak optimizasyon saglandi.
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Tablo 3.2. Calisilan genler ve primer dizileri (F:ileri primer,R: geri primer)

Hedef Gen Primer Dizileri (5’-3’)
NLRP3 F: CCCAGGGATGAGAGTGTTGT
R: CAAGGAGATGTCGAAGCAGC
F:CTGGTACTGCTCATCCGTCA
ASC
R: CTGGTACTGCTCATCCGTCA
F:CCACAATGGGCTCTGTTTTT
Kaspaz 1
R:CATCTGGCTGCTCAAATGAA
F:AT ATCTTTGACAATCGT
NE-Kb CCCATCTTTGACAATCGTGC
R:CTGGTCCCGTGAAATACACCTC
LC3B-11 F: AGC AGC ATC CAA CCAAAATC
R: CTG TGT CCG TTC ACC AAC AG
p62 F:GTG AAT TCG CTC GCC GCT CGC TAT
R:CGT CTC GAG TGC CTG CTG ACAACACCTA
. F: AGGAACTCACAGCTCCATTAC
Beclin 1
R: AATGGCTCCTCTCCTGAGTT
F: GGCTGCTTTTAACTCTGGTA
GAPDH
R: CTTGACGGTGCCATGGAATT

RT-PCR reaksiyonu icin kullanilan malzemeler listesi ve

Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3.3. RT-PCR reaksiyon karisimi

reaksiyon karisimi

icerik Derisim Miktar 1X
BrightGreen 2X gPCR Master Mix 1X 10 ul
Mix B (F veR Primerler) (2,4 mM) 400 nM/ul 2,5 ul
Nikleaz icermeyen H,0 - 5,5 ul




Tablo 3.4. Termal dongi basamaklari
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PCR Asamasi islem Sicaklik-Derece Tekrar

ilk Denatiirasyon Denatlirasyon 95 °C 5dk 1

PCR Amplifikasyon Denatlirasyon 95°C 10sn 20
Baglanma 60 °C 30 sn (Okuma)
Denatlirasyon 95°C 5sn

Erime egrisi Uzama 72°C 1dk 1
Denatiirasyon 95 °C sirekli

Final Sogutma 40°C 30sn 1

islem sonucunda cihazdan

alinan veriler 2-(8ACt) ivak metodu ile

degerlendirilip toplam 40 dongl Uzerinden yapilan ¢alismalarda florasan degerinin

esik degerini gectigi (Threshold ¢izgisini kestigi) noktadan alinan esik degeri (Ct, Cp,

Cq) hesaplamalarda kullanildi.

3.4.2. Hiicre ici Protein Analizi

DMEM

L-Glutamin (Biochrome)

Fetal Dana Serumu (FBS) (Biochrome)

Streptomisin/Penisilin (Biochrome)

LPS (Sigma Aldrich)

ATP (Sigma Aldrich)

Azot tankindan cikarilan hticre 6rnekleri hizlica ¢ozdiirtldikten sonra FBS+PBS

iceren yikama ¢ozeltisi ile santrifiij edildi. SGpernatant atildiktan sonra DMEM, %1

glutamin, % 1 streptomisin/penisilin, FBS iceren besiyeri eklenerek 12 kuyucuklu

platelerde, 37°C ve %5 CO2 ortaminda hiicreler dinlenmeye birakildi. Bazal protein

dizeylerini 6lgmek amaciyla kuyucuklardan birine LPS ve ATP uygulanmadi. Diger

kuyucuklara 4 saat LPS (100 ng/ml), 30 dakika 1mM ATP eklendi. 4 saatlik inkiibasyon

sonrasinda hiicrelerden protein 6lciimi yapilmak lGzere akim sitometri analizleri icin

hazirlandi.



Primer Antikorlar

Anti-Kaspaz 1 FITC (Anti-rabbit)
Anti-NLRP3 FITC (Anti-rabbit)
Anti-ASC FITC (Anti-rabbit)
Anti-p62 FITC (Anti-rabbit)
Anti-Beclin 1 PE (Anti-mouse)
Anti-NF-KB PE (Anti-mouse)
Anti-LC3-II PE (Anti-mouse)

Sekonder Antikorlar

Goat anti-rabbit IgG FITC

Goat anti-mouse 1gG, PE

Deney protokolii

41

. Hucre sayimi yapilarak yaklasik 5x10° hiicre olacak sekilde her tipe
hucreler alindi.

. FACS c¢ozeltisi eklenerek yaklasik 1-1.5 ml’ye tamamlanarak 1200-1400
rpmde 5 dk santrifiij edilerek, slipernatant atildi.

. Her tlipe 300 pl fiksasyon- permeabilizasyon buffer (Thermo) eklendi,
vortekslendi ve 15 dk +4°C’de bekletildi.

. Her tipe 1 ml FACS c¢ozeltisi eklenerek 1400 rpm de 5 dk santrifij edildi.

. 1ul primer antikor eklenerek (antikor dilusyon oranina gore degisiklik
gosterebilir) 42C de 30 dk inkiibe edildi.

. 1ul sekonder antikor eklenerek 30 dk inkiibe edildi.

. 500 ul FACS ¢ozeltisiile yikandiktan sonra 1400 rpmde 5 dk santrifiij edildi.
. Hicreler 300 ul FACS c¢ozeltisi icinde siispanse edildi ve akim sitometride

analiz edildi.
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3.5. immun Fenotiplerin Arastirilmasi
3.5.1. Hiicrelerin Céziinmesi

Sivi azot tankinda saklanan PBMC’ler ¢ok hizli olarak % 50 PBS ve % 50 FBS
iceren yikama ¢ozeltisi ile ¢ozlildlkten sonra hiicrelerin yarisi lenfosit alt grubu analizi

cahisilmak Gizere akim sitometri laboratuvarina transfer edildi.

Blastik transformasyon calisilacak hiicreler 100 mikrolitre fitohemaglitinin ile

stimile edildikten sonra 72 saat sure ile 37°C ve %5 CO2’li etiiv iginde inklbe edildi.

Flow sitometri analizlerinde SYTO ile yapilan analiz sonuglarinda lenfosit alt
grup c¢ahisilan hiicrelerde % 85-97 arasinda canlilik hesaplandi. Blastik transformasyon

calisilan hicre grubunda % 50’nin Gzerinde canhlik saptandi.
3.5.2. Hiicre Kiiltiirii Orneginden Lenfosit Alt Grubu Calismasi
Calisma tiplerine calisilacak paneller icin belirlenen antikorlar eklendi

Orneklerin (izerine 100 mL hiicre siispansiyonu pipetlenerek 1200 rpm’de 5

dak santrifij edildi. Tiplerdeki pelletten 100 pl 6rnek alinarak, antikorlar eklendi.
Oda sicakhginda karanlik ortamda 15 dakika inkiibasyona birakildi.
Tuplere 1 mL Versalyse eklendi
Oda sicakhginda 10 dakika siireyle karanlikta inktibe edildi

Lizis yapilan 6rnekler akim sitometride okundu.
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3.5.3. Hiicre Kiiltirii Orneginden Blastik Transformasyon (Lenfosit
Aktivasyonu) Calismasi
Calisma tlplerine calisilacak paneller icin belirlenen antikorlar eklendi.

Uzerlerine 100 pl hiicre siispansiyonu pipetlendi. Ornekler 1200 rpm’ de 5

dak santriftj edildi. Tplerdeki pelletten 100 ul 6rnek alinarak, antikorlar eklendi.
Oda sicakhginda 15 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi.
Tuplere 1 mL Versalyse eklenerek vortekslendi.
Oda sicakhginda 10 dak karanlikta inktibe edildi
Lizis yapilan ornekler akim sitometride okundu.

inkiibasyon sonunda 5 pl SYTO16 eklenerek 5 dakika siireyle karanlikta inkiibe
edildi.

Tupler cihazda okundu.
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Tablo 3.5. Lenfosit alt grup ve Blastik Transformasyon testlerinde kullanilan
antikorlar.
LAG (ANTIBODIES) | FLUOROCHROMES MARKA KLON REF

HLA FITC BECKMAN COULTER immu-357 | B96758
CD56 PE BECKMAN COULTER N901 A07788
CD4 ECD BECKMAN COULTER SFCI12T4D11 | 6604727
CD19 PC5 BECKMAN COULTER B-119 A07771
CcD8 PC7 BECKMAN COULTER SFCI21Thy2D3 | 737661
cD3 APC BECKMAN COULTER UCHT1 IM2467
CD14 APC-A700 BECKMAN COULTER RMO52 A99020
CD16 APC-A750 BECKMAN COULTER 3G8 A66330
CD45 KrO BECKMAN COULTER 133 B36294

BLASTIK

TRANSFORMASYON | FLUOROCHROMES MARKA KLON REF
(ANTIBODIES)
INVITROGEN BY THERMO

SYTO16 FITC FISHER SCIENTIFIC - $7578
CcD4 ECD BECKMAN COULTER SFCI12T4D11 | 6604727
CD69 PC5 BECKMAN COUTER TP1.55.3 IM2656
CD25 APC-A700 BECKMAN COULTER B1.49.9 A86356
CD3 APC-A750 BECKMAN COULTER UCHT1 A94680

HLA DR PB BECKMAN COULTER immu-357 | B36291
CD45 KrO BECKMAN COULTER 133 B36294

3.5.4. Sitokin Diizeyi Olgiimii

Cytokine Human Magnetic 10-Plex Panel for Luminex Platform (Katalog No:

LHCO001M) (Lot No: 213047006 ThermoFisher Sci) kullanilarak érneklerdeki plazma

IFN-G, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, TNF-A, GM-CSF, IL-10 ve IL-8 diizeyleri saptand..

3.6. Metabolomik Analizler

3.6.1. Orneklerin Alinmasi ve Saklanmasi

Hacettepe Universitesi Cocuk Metabolizma kliniginde takip edilen ve tez

konusu olan hastaliklar agisindan tanimli 48 hasta birey ( 17 Galaktozemi, 16 MSUD,
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9 Tirozinemi, 6 LPi) ve yas eslesmis 10 saglikli bireyden periferik kan érnekleri alind.
Bu orneklerden BBMRI-ERIC standart islem yonergesine gore plazma ve serum
ornekleri ayristirildi ve 100 plL hacimlerde boélitlendi ve daha sonra kullaniimak tizere

—80 °C sicaklikta saklandi.

Saglikh kontrol 6rnekleri bir araya toplanarak literatlirde onerildigi sekliyle
referans plazma havuzu olusturularak, bu 6rnekler daha sonra kalite kontrol olarak

kullanildi.
3.6.2. Plazma Orneklerinden Metabolit Oziitlemesi

Calismada 6rneklerden metabolit 6zitlemesi icin soguk metanol ile ¢oktlirme
yontemi kullanildi. Bunun igin 100 pL hacimde plazma 6rnegi igine 400 pL hacimde -
20 °C'de sogutulmus metanol eklendi ve elde edilen karisim 10 dk boyunca sirekli bir
bicimde vorteks karigtirici ile karigtirildi ve daha sonra —20 °C’de 2 saat boyunca
bekletildi. Daha sonra bu 6rnekler 14000xg hizda +4 °C’de santrifij edildi ve santrifij
sonrasl eppendorf tiplerde ¢cokmeden arda kalan Ust fazdaki sivi kisim dikkatli bir
sekilde baska bir eppendorf tipiline transfer edildi ve azot altinda ugurularak
kurutuldu. Ornekler daha sonra 120 pL metanol:su (1:1 v/v) icerisinde ¢6ziildii ve LC-
HR-MS ile analiz edildi. Ayni islem plazma yerine 100 puL metanol kullanilarak bos

ornek ile tekrarlandi.
3.6.3. RP Kolonlar ile Ayrim ve LC-qTOF-MS Analizler

Plazmadan elde edilen metabolit karisimi A = 0.1% formik asit/ 99.9% su ve B
= 0.1% formik asit 99.9% asetonitrilden olusan mobil faz iginde ve Poroshell 2.7 um,
50 mm, 2.1 mm boyularinda C18 kolonu (Agilent) takili HPLC sistemi (1200 serisi,
Agilent Technologies) ve 6530 UHD Accurate-Mass Q-TOF (Agilent Technologies) ile
pozitif iyon modunda analiz edildi. Kromatografik ayirma igin 100% A (0-5 dk) ile
baslayan ve 100% B (5-25 dk), 100 % A (25-40 dk) ve 100%A (40-55 dk) ile biten

degisken hareketli faz programi kullanildi. Negatif iyon modunda calisirken ise daha
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once daha fazla metabolitin tayinine imkan verdigi rapor edilen A =1 mM amonyum

fliorir, B = asetonitril mobil fazi kullanildi.
3.6.4. Ters Faz (C18) Kolonlar ile Ayrim ve LC-qTOF-MS Analizler

Plazmadan elde edilen metabolit karisimi ve bos érnekler A = 0.1% formik asit
/ 99.9% su ve B = 0.1% formik asit 99.9% metanolden olusan mobil faz iginde ve
Xbridge HSS T3 um, 100 mm, 2.1 mm boyularinda C18 kolonu (Waters) takili UHPLC
sistemi (1290 serisi, Agilent Technologies) ve 6546 UHD Accurate-Mass Q-TOF
(Agilent Technologies) ile pozitif iyon modunda yiiksek ¢oziinirlik modunda analiz
edildi. Kromatografik ayirma igin 100% A (0-5 dk) ile baslayan ve 100% B (5-25 dk),
100 % A (25-40 dk) ve 100%A (40-55 dk) ile biten degisken hareketli faz programi
kullanildi. Ayni kromatografik analiz programi kullanilarak veriye bagl tekrarh analiz
moduna (data dependent iterative MS) en yliksek pik siddetindeki 10 iyon icin MS/MS

spektrumlari elde edildi.
3.6.5. Metabolik Profilleme Deneyleri Verilerinin MS-DIAL ile Analizi

Ham LC/MS verileri MS-DIAL (stirim 4.9.221218) online yazilim programinda

tarandi.

Bunun icin elde edilen ham veriler MSConvert programi kullanilarak “.d”
dosya formatindan “mzml”dosya formatina cevrildi. Kontrol, hasta, bos 6zlitleme ve
kalite kontrol gruplari ve kalite kontrol grubuna ait MS/MS dosyalari secildikten sonra
bu veriler insan Metabolome Veri Tabani msp dosyasi kullanilarak MSDIAL default
parametreleri kullanilarak [M+H]*, [M+Na]*, [M+NH.]*, [M+K]* iyonlari icin tarand.
Hizalama yapildiktan sonra farklilik gosteren metabolitlerden kat degisimi >2 , p<0.05

ve S/N > 6 olanlar secilerek filtreleme yapildi.

Daha sonra secili olcltlere uygun sekilde filtrelenen ve hasta ve kontrol
gruplarinda farklilasan metabolitler Metaboanalyst 5 sirliimi yolak analizi modunda
tarandi, Human Metabolome Database (HMDB) veri bankasi kullanilarak

metabolomik yolak analizleri yapildi.
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Metabolomik verilerin istatistiksel analizleri icin MZMine 2.53 versiyonu

kullanildi. Parametre setiigin literatlirdeki optimize edilmis parametreler kullanildi

Filtrelenen veriler .csv Metaboanalyst dosyasi olarak MetaboAnalyst web
tabanli analiz programina yliklendi ve istatiksel analize tabi tutuldu. Metabolomik
analizlerden elde edilen veriler en kiglik kareler farkhlastirma analizi (PLS-DA)
yontemleri kullanilarak; hasta ve kontrol gruplari arasinda anlaml fark olup olmadigi

istatistiksel olarak tespit edildi.
3.7.istatistik Analizler

Calismanin istatiksel analizlerinin gergeklestiriimesi amaciyla SPSS 25 paket
programi kullanildi. Calismada elde edilen sayisal verilerin ortalama, standart sapma
ve ortanca degerleri hesaplandi. U¢ ve daha fazla grup ortalamalari arasindaki
farkhliklar normal dagilim saglanmadigi icin parametrik olmayan test Kruskal-Wallis
ile analiz edildi. iki grup ortalamasi arasindaki farklilik Mann-Whitney U testi

kullanildi. P<0.05 degerleri istatistiksel agidan anlamli kabul edildi.

Gen ekspresyon analizleri; RT-qPCR analizleri ile elde edilen gen ekspresyon
seviyeleri hesaplanmasiyla elde edilen veriler kontrol-kontrol grup ortalamasina karsi
test edildi. Sonuclar ortalama + standart sapma seklinde 6zetlendi. Grup analizlerinin
normal dagilimi saglamamasindan dolayi kiyaslamalar icin Mann-Whitney Test ve

Kruskal-Wallis test kullanildi.
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4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Serum Orneklerinde Oksidatif Stres

Durumunun Arastiriimasi

Calismada 14 galaktozemi, 15 MSUD, 6 LPi ve 7 tirozinemi tip 1 tanili hastanin

ve 10 saglkli bireyin oksidatif stres analizleri 7 parametre 6lgllerek degerlendirildi.

Hasta gruplarinin toplu sonuglari Tablo 4.1’ de verilmistir.

Tablo 4.1. Hasta gruplarinda oksidatif stres belirtec degerleri.

Total_ Tiyol | Nativ_ Tiyol Disuilfit/Nativ
TANI (1T) (NT) Disiilfit Tiyol TAS | TOos | osl
MSUD 460,40 422,60 18,90 5,02 1,43 18,21 1,27
Tirozinemitip 1 426,33 398,90 13,71 3,55 1,38 12,62 | 0,93
Galaktozemi 414,74 376,12 19,31 5,27 1,34 12,75 0,97
LPi 388,49 348,08 20,20 6,84 1,17 8,76 0,75
Saglikli kontrol 370,60 339,41 14,39 4,11 1,43 7,90 0,56

TUm hasta ve kontrol gruplari karsilastirildiginda TT, TAS, TOS ve OSl diizeyleri

acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p<0,05).

Tablo 4.2. MSUD ve kontrol gruplarinin oksidatif stres belirte¢ degerleri.

MSUD Kontrol p degeri
Total_tiyol (TT) 460,40 £ 91,24 384,66 + 25,11 0,002
Nativ_tiyol (NT) 422,60 * 96,56 355,98 + 30,42 0,009
Distilfit 18,90 + 9,59 14,34 + 4,20 0,253
Disulfit/native_tiyol 5,03 + 3,64 4,12 +1,45 0,639
TAS 1,44 +0,17 1,46 + 0,15 0,639
TOS 18,22 + 8,52 7,98 £2,31 0,000
oSl 1,27 £ 0,57 0,56 £ 0,19 0,001

*Veriler ortalama * standart deviasyon seklinde gosterildi.
**p<0,05, istatistiksel acidan anlamli.

MSUD ve kontrol gruplari arasinda TAS, TOS, TT ve NT agisindan istatistiksel

anlamliiliski saptandi (p<0,05). MSUD hastalari en yiiksek TOS, TT ve NT degerlerine

sahip grup olarak tespit edildi. 15 hastanin 8’inde disulfit ve disilfit/nativ tiyol orani
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kontrol grubundan belirgin seviyede yiiksek olarak saptandi ancak istatistiksel olarak

anlamli degisiklik bulunmadi.

Tablo 4.3. Galaktozemi ve kontrol gruplarinin oksidatif stres belirtegleri.

Galaktozemi Kontrol p degeri
Total_tiyol (TT) 414,75 + 50,77 384,66 + 25,11 0,05
Nativ_tiyol (NT) 376,12 + 48,10 355,98 + 30,42 0,17
Disiilfit 19,31+ 11,30 14,34 + 4,20 0,41
Disiilfit/native_tiyol 5,28 +3,30 4,12+ 1,45 0,70
TAS 1,34 +0,13 1,46 + 0,15 0,08
TOS 12,75+ 6,92 7,98 +2,31 0,14
osl 0,98 + 0,60 0,56 +0,19 0,08

*p<0,05, istatistiksel olarak anlamli.

Galaktozemi hastalarinda TOS ve OSI diizeyleri kontrol grubundan belirgin

yiiksek bulundu. Total tiyol diizeyinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde yukseklik

saptandi(p<0,05).

Tablo 4.4. Tirozinemi tip 1 ve kontrol gruplarinin oksidatif stres belirtecleri.

Tirozinemi Kontrol p degeri
Total_tiyol (TT) 426,33 £ 53,96 384,66 + 25,11 0,10
Nativ_tiyol (NT) 398,91 + 56,16 355,98 + 30,42 0,05
Disiilfit 13,71 +5,97 14,34 + 4,20 0,49
Disulfit/nativ_tiyol 3,56 +1,82 4,12 +1,45 0,33
TAS 1,38 +0,16 1,46 + 0,15 0,49
TOS 12,63 +5,70 7,98 £2,31 0,07
oSl 0,93+0,45 0,56 £0,19 0,06

*p<0,05, istatistiksel olarak anlamli.

NT degeri istatistiksel olarak anlamli bulundu. Tirozinemi tip 1 grubunda

total tiyol ve nativ tiyol diizeyleri kontrol grubundan yiiksek saptandi. Disiilfit ve

distlfit/nativ tiyol diizeyleri kontrol grubundan disiik olan tek hastalik grubuydu. TOS

ve OSI degerleri de kontrol grubundan ¢ok daha yiiksek seviyede bulundu.
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Tablo 4.5. LPi ve kontrol gruplarinin oksidatif stres belirtecleri.

LPi KONTROL P degeri
Total_tiyol (TT) 388,49 + 87,93 384,66 + 25,11 0,83
Nativ_tiyol (NT) 348,09 £ 100,79 355,98 £ 30,42 0,91
Disdilfit 20,20+9,13 14,34 + 4,20 0,19
Disulfit/nativ_tiyol 6,85 + 4,98 4,12 +1,45 0,52
TAS 1,17 £ 0,92 1,46 £ 0,15 0,01
TOS 8,77 £3,01 7,98 £ 2,31 0,59
oSl 0,75 +0,25 0,56 £0,19 0,08

*p<0,05, istatistiksel olarak anlamli.

LPi grubu TAS diizeyinin istatistiksel olarak kontrol grubundan diisiik oldugu

tek gruptur. Ayrica TAS tiim hasta gruplarindan daha disiik saptandi.

En yiiksek disiilfit ve disulfit/nativ tiyol diizeyleri LPi grubunda saptandi ancak

kontrol grubuyla istatistiksel agidan anlamli farklilik saptanmadi.

Tim hasta gruplarini igine alarak *Spearman korelasyon analizi yapildiginda
total tiyol, nativ tiyol, disulfit/nativ tiyol orani, TAS, TOS, OSI arasinda kuvvetli

pozitif korelasyon saptandi.

Nativ tiyol; disulfit ve dislfit/nativ tiyol orani ile ters korelasyon, total tiyol,

TAS, TOS, OSl ile pozitif korelasyon mevcuttu.

Disiilfit dlizeyinin nativ tiyol, disulfit/nativ tiyol orani, OSl ile pozitif korelasyon

gosterdigi saptandi.

MSUD hastalarinda disiilfit ve 16sin dizeyleri arasinda pozitif korelasyon

mevcuttu.
4.2. Hiicre ici ROS Degererin Akim Sitometri ile Ol¢limii

Galaktozemi, MSUD, Tirozinemi tip 1 ve LPi hastalarinin hiicre ici flow
sitometir ile bakilan ROS diizeyi ortalamalari kontrol grubundan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek saptandi (p<0,05). En yliksek hiicre i¢i ROS diizeyi ortalamasi

galaktozemi hasta grubunda saptandi.
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e ROS Saglikli Kontrol p degeri
el e 4852 + 2631 1200,25 + 194,3 0,01
MSUD 3012 + 567,7 1200,25 + 194,3 0,01
Tirozinemi Tip 1 2640 + 233,5 1200,25 + 194,3 0,03
LPi 3071 +317,2 1200,25 + 194,3 0,03

*p<0.05 degerleri istatistiksel agidan anlamli kabul edildi.
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4.000,00

3.000,00

Ort. ROS

2.000,00

1.000,00

0,00 "
GALAKTOZEMI
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MSUD TIROZINEMI

KONTROL

Grafik 4.1. Hasta ve saglikli kontrol grubunun ROS degerleri.

4.3. Otofaji ve imflamasyon iliskili Gen Ekspresyon Analiz Sonuglari

On iki Galaktozemi, 14 MSUD, alti tirozinemi tip 1 ve bes LPi tanili hasta ve

yedi saglikl bireyde toplam 7 gen ekspresyon analizi gerceklestirildi. Bu genlerin (il

otofajiyle iliskili (p62, Beclin 1, LC3B-Il), digerleri NLRP3, ASC, Kaspaz 1, NF-KB

inflamasyonla iliskiliydi.

Galaktozemi, MSUD, Tirozinemi tip 1 ve LPi gruplariyla kontrol grubu arasinda

gen ekspresyon ortalamalari agisindan istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmadi.

Ancak hasta gruplari icersinde gen ekspresyonlarinda dnemli artislar veya azalmalar

gozlendi.
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Tablo 4.7. Galaktozemi ve saglikhi kontrol gruplarinin GAPDH genine gore normalize

edilmis gen ekspresyon degerleri.

OTOFAJI iINFLAMASYON
gﬁﬂiﬁm BECLIN 1 LC3B-II p62 NFKB NLRP3 ASC KASPAZ 1
SAGLIKLI 100 100 100 100 100 100 100
HASTA 1 175 2 154 73 83 329 18
HASTA 2 23 131 38 34 74 29 25
HASTA 3 79 250 65 64 130 38 75
HASTA 4 111 41 98 69 129 30 97
HASTA 5 76 - 59 72 104 45 53
HASTA 6 96 371 203 88 87 138 70
HASTA 7 68 169 78 56 47 55 55

HASTA 11 75 187 87 44 65 148 15
HASTA 12 112 7 82 42 82 402 18
ORTALAMA 113 137 145 96 157 134 86

NLRP3, p62, Beclin 1 ve ASC gen ekspresyonlarinda saglikli birey grubuna goére

hastalarda % 57, %45, % 34, % 13 oraninda yikseklik saptandi ortalama olarak mi

hesaplandi. Uc hastada NLRP3, p62 ve Kaspaz 1 gen ekspresyon yiiksekligi dikkat

cekiciydi. LC3B-II gen ekspresyonlarinda bazi hastalarda arasinda énemli farkhliklar

bulundu.

8 No'lu hasta 3 yasinda, erkek, 2 aylikken katarakt nedeniyle opere edilen

hastanin gelisim basamaklarinda gerilik mevcut, idrarda rediiktan madde pozitif

saptandi.

9 No'lu hasta 13 yasinda, erkek, 2 ginliikken tani almis, agir buyliime geriligi

mevcut, derslerde basarisiz, Cocuk Ruh Saghgi bolimiinde kaygi bozuklugu nedeniyle

tedavi ediliyor.
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10 No’lu hasta 14 yasinda erkek, katarakt ve norolojik gerilik mevcut, diyete

uyumsuz ve idrar rediktan madde pozitifligi vardi.

inflamazom gen ekspresyonlari yiiksek hastalarda katarakt, primer over
yetmezligi, norolojik disfonksiyon gozlenmistir. Oksidatif stres belirtegleri ylksek
saptanan hastanin p62 dlizeyindeki artis adaptasyon cevap olarak distinildi. Ancak

yetersiz gelmesine bagli inflamazom yolaginin aktiflestigi gozlenmektedir.

Tablo 4.8. Kontrol ve LPI hasta gruplarinin GAPDH genine gére normalize edilmis gen
ekspresyon degerleri.

OTOFAIJi iNFLAMASYON
CALISMA .
GRUBU BECLIN1 | LC3B-II p62 NF-KB NLRP3 ASC KASPAZ 1
SAGLIKLI 100 100 100 100 100 100 100

HASTA 4 38 298 99 74 71 85 46
HASTA 5 39 - 59 88 126 113 20
Ortalama 68 90 239 111 259 142 34

Hasta grubunda NLRP3 gen ifadesi ortalamasi saglkli birey grubuna gore
yaklasik 2,5 kat artis saptanmistir. Ozellikle 2 hastada NLRP3 ve p62 gen ifadelerinde
yukseklik saptandi. Beclin 1 ve 6zellikle Kaspaz 1 gen ekspresyon diizeylerinde belirgin

disliklik goze carpmaktaydi.

1 No’lu hasta 21 yasinda, kadin, akciger tutulumu, kreatin ylksekligi, mediller
nefrokalsinozis, kemik ilig§inde hemofagositoz bulgulari, lenfopenisi ve boy kisaligi

mevcut.

3 No’lu hasta 31 yasinda, erkek, kronik boébrek hastalig, akciger tutulumu,

mental retardasyonu, epilepsisi, boy kisaligi ve osteoporozu mevcut.
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Tablo 4.9. Saglikl kontrol ve MSUD hasta gruplarinin GAPDH genine gore normalize
edilmis gen ekspresyon degerleri.

OTOFAJI iINFLAMASYON

gﬁﬂSBI\SA BECLIN 1 LC3B-II p62 NFKB NLRP3 ASC KASPAZ 1
SAGLIKLI 100 100 100 100 100 100 100
HASTA 1 61 1 134 200 61 73 177
HASTA 2 89 - 91 49 137 194 63
HASTA 3 39 - 68 50 58 81 59
HASTA 4 39 377 54 43 178 31 61
HASTA 5 159 33 192 90 125 222 35
HASTA 6 64 270 67 61 59 54 56
HASTA 7 88 13 126 86 72 42 54
HASTA 8 98 5 138 73 176 37 75
HASTA 9 184 1 90 128 200 152 10
HASTA 10 17 - 16 10 11 165 4
HASTA 11 62 59 165 43 200 29 43
HASTA 12 88 43 57 51 99 28 33
HASTA 13 26 16 54 30 95 49 41
HASTA 14 118 139 205 271 233 29 47
ORTALAMA 81 68 104 85 122 85 54

Bu grupta da NLRP3 ve p62 genlerinde saglikl birey grubuna gore daha yiksek
gen ekspresyon seviyeleri saptandi. Hastalarin yarisinda NLRP3 gen

ekspresyonlarinda 6nemli artig saptandi.

2 NOo’lu hasta 6 yasinda, erkek, 13 glinliikken tani aliyor, 6zel egitime gidiyor,

[6sin diizeyi 628 o6lglldi.

4 No'lu hasta 9 yasinda, erkek, 23 ginlikken tani almis, mental retarde,
okuma yazma bilmiyor, 6zel egitim aliyor, destekli yirimesi mevcut, anlamsiz

konusmalari mevcut, 16sin dizeyi 487 6lculdi.

5 No’lu hasta, 11 yasinda, erkek, 11 ginlikken tani almis, 6zel egitim aliyor,

fizik tedavi aliyor, 16sin dlizeyi 724 olgulda.
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9 No’lu hasta, 14 yasinda, erkek, 3 gunlikken tani almis, blyime geriligi,

epilepsi ve dikkat eksikligi

ylriyemiyor, konusamiyor, 16sin diizeyi 238 saptandi.

hiperaktivite sendromu nedeniyle tedavi alyor,

11 No’lu hasta, 13 yasinda, kiz, agir blylime geriligi mevcut, 3 kelimeli

cimleler kuruyor, yuriteg yardimiyla yiriyor, 6zel egitim ve fizik tedavi aliyor, 16sin

diizeyi 455 olglldi.

14 No’lu hasta, 10 yasinda, kiz, 4 aylikken tani almis, mental retarde, okuma

yazma bilmiyor, [6sin diizeyi 282 olculda.

Tablo 4.10. Saglikh kontrol ve tirozinemi tip 1 hasta gruplarinin GAPDH genine gére

normalize edilmis gen ekspresyon degerleri.

OTOFAIJI INFLAMASYON
g’;ﬂi’ﬁ“‘ BECLIN1 | LC3B-Il p62 NFKB NLRP3 ASC KASPAZ 1
SAGLIKLI 100 100 100 100 100 100 100
HASTA 1 83 1 181 90 63 243 55
HASTA 2 86 1 243 188 35 189 80
HASTA 3 41 25 38 47 28 31 16
HASTA 4 146 31 115 98 157 45 95
HASTA 5 80 61 93 56 147 30 72
HASTA 6 181 7 155 67 247 296 26
ORTALAMA 103 21 138 91 113 139 57

ASC, Beclin 1, NLRP3 ve p62 genlerinde sirasiyla % 39, % 3, % 13 ve % 38

yikseklik saptanmistir. LC3B-II diizeyinde belirgin diistiklik mevcuttu. U¢ hastada

NLRP3 geninde belirgin yikseklik saptandi.

4 No’lu hasta, 14 yasinda, erkek, 7 aylikken tani almis, mikronodiiler siroz

nedeniyle izlemde, idrarda protein mevcut, NTBC kullaniyor.
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5 NO’lu hasta, 12 vyas, erkek, 3 aylikken tani almis, abdominal
ultrasonografisinde karaciger heterojen goérinimde, NTBC kullaniyor, alfa-

fetoprotein dizeylerinde yiikselme nedeniyle yakin takip ediliyor.

6 No’lu hasta, 13 yasinda,erkek, karacigerde nodiiller nedeniyle izlemde,

nefrokalsinozis ve hipertansiyon mevcut. NTBC kullaniyor.

Karacigerde inflamasyon ve fibrozis gelisen hastalarda hastalarda NLRP3 gen

ifadesinde ylkselme gozlenmektedir.

4.4. Hasta ve Saghkh Kontrol Gruplarinda Gen Ekspresyonlarinin Kat

Degisimi

Bu grupta yapilan galismalarda saglikh kontrol bireylerinin gen ekspresyon
degerleri baz alinarak hastalarin gen ekspresyon sonuglariyla karsilastiriimistir. Bu

karsilastirma sonucunda ortaya ¢ikan degerler kat degisimi olarak adlandirilmistir.
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Grafik 4.2. Saglikli kontrol ve hasta gruplarinda ASC gen ekspresyonu kat degisimleri.
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Bu grafikte en yiiksek ASC gen ekspresyonu LPi grubunda gézlenmektedir.

Galaktozemi ve Tirozinemi grubunda da kontrol grubundan yilksek degerler

gozlenmektedir.
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Grafik 4.3. Saglikh kontrol ve hasta gruplarinda Beclin 1 gen ekspresyonu kat

degisimleri.

LPi hastalarinda Beclin 1 gen ekspresyonlarindaki distiklik mevcuttur.

Galaktozemi grubunda ekspresyon seviyesi kontrol grubundan daha yiksektir.
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Kaspaz 1 gen ekspresyonlari agisindan gruplar arasinda farkhlik gézlendi. LPi

grubu en diisiik Kaspaz 1 gen ekspresyonlari LPi hastalarinda gézlendi.
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Grafik 4.5. Saglikh kontrol ve hasta gruplarinda LC3B-I// gen ekspresyonu kat

degisimleri.
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Hasta ve saglikli gruplar arasinda 6nemli farklilik gostermemektedir. En yliksek

degerler LPi grubunda saptandi.
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Grafik 4.7. Saglikh  kontrol ve hasta gruplarinda NLRP3 gen ekspresyonu kat
degisimleri.
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Grafik 4.8. Saglikli kontrol ve hasta gruplarinda p62 gen ekspresyonu kat degisimleri.



Tablo 4.11. Gen Ekspresyonlarinin Spearman Korelasyon Analizleri
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BECLIN 1 LC3B-1l p62 NFKB NLRP3 ASC Kaspaz 1
R P r P r P r P r P r P r P
Beclin
1 1 0 -0,121 0,469 | 0,645** 0 0,535** 0,001 | 0,604** 0 0,26 0,115 | 0,222 0,179
LC3B-Il | -0,121 0,469 1 0 -0,086 0,607 | -0,176 0,29 -0,01 0,951 | -0,239 0,149 | -0,035 0,836
p62 | 0,645** 0 -0,086 0,607 1 0 0,709** 0 0,530** 0,001 | 0,277 0,093 | 0,366* 0,024
NFKB | 0,535** 0,001 | -0,176 0,29 | 0,709** 0 1 0 0,383* 0,018 | 0,088 0,598 | 0,421** 0,008
NLRP3 | 0,604** 0 -0,01 0,951 | 0,530** 0,001 | 0,383* 0,018 1 0 -0,117 0,483 | 0,251 0,128
ASC 0,26 0,115 | -0,239 0,149 0,277 0,093 | 0,088 0,598 | -0,117 0,483 1 0 -0,337* 0,039
Kaspaz
1 0,222 0,179 | -0,035 0,836 | 0,366* 0,024 | 0,421** 0,008 | 0,251 0,128 | -0,337 0,039 1 0

Spearman korelasyon testi ile gen ekspresyonlarinin birbirleriyle olan iliskileri
tim hasta gruplarinda incelendiginde; NLRP3 inflamazom gen ekspresyonunun
Beclin 1 ve p62 otofaji genleriyle yiiksek diizeyde pozitif korelasyon gosterirken, NF-

K8 geniyle de pozitif korelasyon gosterdigi saptandi.

NF-KB; Beclin 1, kaspaz 1, NLRP3 ve p62 ile kuvvetli pozitif korelasyon
gostermektedir. Kaspaz 1; ASC ile ters korelasyon, NFKB ve p62 ile pozitif korelasyon
bulundu. Adaptor protein p62°nin Beclin 1, kaspaz 1, NFKB ve NLRP3 genleriyle pozitif

korelasyon bulundu.

Kontrol grubunda; Beclin 1 ve p62 arasinda ¢ok yiksek pozitif korelasyon
saptandi (r:0,985**, p=0,000). Her iki otofaji geninin hasta gruplarindan farkh olarak
LC3B ile istatistiksel agidan anlamh olmasa da pozitif korelasyon gosterdigi
saptandi (r: 0,659, p=0,07). Saglkli grupta NLRP3 geninin hicbir genle pozitif
korelasyonu bulunmadi. NFKB geni, ASC ve kaspaz 1 genleriyle pozitif korelasyon

gosterildi.
4.4.1. Hiicre igi Protein Analizi

Hiicre ici protein diizeyi Olglimleriyle ilgili deneyler biyolojik Griinlerimizin ve
hiicre sayilarimizin yeterli olmamasi nedeniyle 2 galaktozemi, 2 Tirozinemi, 2 LPi, 3

MSUD, 2 saglikh kontrol bireyinin monontikleer hiicreleri kullanilarak gergeklestirildi.



61

Tum hasta ve kontrol gruplarinda bazal protein dizeyleri ve LPS+ATP indiiksiyonu
sonrasinda protein diizeyleri akim sitometri ile 6lcildii. U¢ numarali MSUD
hastasinda bazal protein diizeyleri 6lctldi. Bu hasta tiim gruplar icersinde en yiiksek
nativ tiyol dlzeyine sahipti. P62 protein ekspresyonunun olgilmesi amaciyla

calismaya dahil edildi.

B HASTA1
mm HASTA1-LPS+ATP
B HASTAZ2-Bazal
150000

HASTAZ-LPSATP

Galaktozemi

200000+

100000+

50000+

o |

Kontrol fitc
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ASC fite]
—
—
—
LC3B pe
Beclin 1 pe
NFKB pe

Caspase 1 fitc

Grafik 4.9. Galaktozemi hastalarinda bazal ve LPS+ATP ile uyarilmis protein
ekspresyon duizeyleri.

1 NO’lu hasta 3 yasinda erkek, 2 aylikken katarakt operasyonu gegiren,
inflamazom gen ekspresyonlari en yiliksek hastadir. LPS+ATP indiksiyonuyla
inflamazom ve p62 genlerinde yilkselme mevcut, ancak Beclin 1 ve LC3B uyarlya
cevap vermedigi gdzlendi. inflamasyon yolagi aktiflesirken, otofajik akista baskilanma
oldugu dustnildi. Kaspaz 1 protein dizeyinde ylikselme hiicre 6lim yolaklarinda

aktiflesmeyi gostermektedir.

2 NO'lu hasta, 11 yasinda kiz, katarakt, overyen yetmezlik, dikkat eksikligi
hiperaktivite sendromu nedeniyle izleniyor. Serum oksidatif stres belirtecgleri ¢ok
ylksek olan hastanin inflamazom protein diizeylerinde yikselme mevcut. Beclin 1 ve
LC3B-Il diizeyinde uyariyla belirgin dustklik bu hastalarda otofaji dizeylerinde

diisme gozlenmistir.
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Grafik 4.10. Tirozinemi hastalarinda bazal ve LPS+ATP ile uyariimis protein
ekspresyon duizeyleri.

1 No’lu hasta 8 yasinda erkek hasta, iyi kontrollii, NLRP3 ve NF-KB protein

diizeylerinde artis saptanirken, Beclin 1 ve LC3B-II proteinlerinde diistklik saptandi.

2 No'lu hasta 12 yasinda erkek, hepatomegali, karacigerde yaygin heterojenite
saptanan ve alfa-fetoprotein diizeylerinde yiikselme nedeniyle izlenen hastanin bazal
NLRP protein ekspresyon degerleri yiksek bulundu. Bu hastamizda indiksiyon
sonrasinda NLRP3, p62, NF-KB diizeylerinde ve kaspaz 1 diizeylerinde artig, LC3B-Il ve
Beclin 1 dizeylerinde disuklik saptandi. Kaspaz 1 protein dizeyindeki ylkseklik
literatlirle uyumlu olarak karaciger fibrozisinde ilerlemeyle korelasyon gosterdigi

dislintldi. Bu hastamizda da otofajik akista bozukluk mevcuttur.

iki hastamizda da inflamazom yolaklarinin aktif oldugu, ancak yeterli otofajik
cevabin olmadig gézlenmektedir. ikinci hastada NLRP3 ve NF-KB protein diizeyinde
daha fazla artisin gézlenmesi hepatik inflamasyonun bu hastada ileri diizeyde daha

fazla olmasiyla ilgili olabilecegi distintlda.
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Grafik 4.11. MSUD hastalarinda bazal ve LPS+ATP ile uyariimis protein ekspresyon
dizeyleri.

1 No’lu hasta 9 yasinda, mental gerilik, yiksek disilfit orani, NLRP3 diizeyinde
duslklik, p62 protein ekspresyonlarinda artis bulundu. P62 dizeyinde yilikselme
gozlenirken LC3B-II ve Beclin 1 ifadelerinde diisme gozlendi. Otofajik akista bozukluk
olarak degerlendirildi. P62 diizeyinde yiikselme Nrf2 (izeinden antioksidan cevabin

baskin oldugu disinilebilir.

2 NOo’lu hasta 14 yasinda, erkek, agir norolojik bozukluk ve biylime geriligi,
vitiligo, epilepsi, dikkat eksikligi hiperaktivite hastaligl mevcut. bazal inflamazom gen
ekspresyonu yiksek hasta, uyariyla inflamazom protein ekspresyonlarinda (NLRP3,
ASC, Kaspaz 1) hafif artis, Beclin 1 ifadesinde artis, LC3B dizeyinde farklilik

gozlenmedi, p62 ve NF-KB protein ekspresyonunda azalma saptandi.

3 NO'lu kiz, 7,5 yasinda norolojik bozuklugu olan hasta, kendi ihtiyaglarini
gideremiyor, 6zel egitim aliyor, 16sin dlizeyi 217. p62 protein diizeyinde belirgin artis
saptandi. TAS ve nativ tiyol dizeyi en yiksek hastaydi. p62’nin Nrf2 yolagiyla

antioksidan duizeyleri yikselttigi distnildi.
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Grafik 4.12. LPi hastalarinda bazal ve LPS+ATP ile uyarilmis protein ekspresyon
dizeyleri.

1 No’lu hasta 11 yasinda kiz, boy kisaligi, bisitopeni, osteopeni, kemik iliginde
hemofagositoz, tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu mevcut. LPS+ATP uyarisiyla
inflamazom gen ekspresyonlarinda artis gozlenen hastanin Beclin 1 ve LC3B-Il otofaji

protein ekspresyonlarinda belirgin dustiklik saptandi.

2 NO’lu hasta, 31 yasinda, erkek, kronik bobrek hastaligi, epilepsi, mental
geriligi, osteoporozu, akciger tutulumu mevcuttu. Bazal NLRP3 ve p62 gen
ekspresyon duzeyleri yiksek bulundu. NLRP3 diizeylerinde uyariya disis seklinde

cevap gozlendi. Otofaji genlerinde de dustiklik saptandi.
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Grafik 4.13. Saglikhi kontrol bireylere ait bazal ve LPS+ATP ile uyarilmis protein
ekspresyon diizeyleri.

1 No'lu saghkli bireye (15 yasinda, erkek) ait hiicrelerde yapilan uyariyla, p62,

LC3B, Beclin 1 protein seviyesinde artis saptandi. NLRP3 protein de ise azalma

mevcuttu. NF-KB dlzeylerinde belirgin yikselme mevcut. Saglkli bireyde otofaji

genleri arasinda kuvvetli olmasa da pozitif korelasyon gézlenmektedir.

2 No’lu saglkli bireyde (13 yasinda, kiz) inflamazom protein ekspresyon
seviyelerinde vyikselme gozlenmektedir. Bu sonuglarla oksidatif strese ve

inflamasyona yatkin bir birey oldugu anlasiilmaktadir.
4.5. immun Fenotiplendirme
4.5.1. Lenfosit Alt Gruplari (Yiizde ve Mutlak Degerler)

Bu bolimde 10 galaktozemi, 10 MSUD, 6 Tirozinemi ve 3 LPi hastasinin immun
fonksiyonlari arastirildi. Tim hasta gruplari arasinda lenfosit alt tipleri olan B lenfosit,

NKT, CD4/CD8 ve HLADR3 yuzdeleri agisindan karsilastirildiginda anlamh farkhhklar

saptandi(p<0.05) (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12. Hasta Gruplarinda Lenfosit Alt Gruplari Yiizde Degerleri.

Yiizde Galaktozemi MSUD Tirozinemi LPi P degeri

T lenfosit 69,8+6,8 61,8+7,2 61,8+7,9 56,3+19,8 0,11

B lenfosit 15,745,7 17,146,9 16,816,1
NK 9,9+4,9 14,948,2 13,3%4,5
NKT 3,313,4 6,415,2 6,2+4,3

DNT 8,242,6 8,643,4 7,35,6
CD4 56,4184 56,15,5 55,745,4 58,3+13,3 0,99
cD8 34,746,2 34,115,6 31+3,7 33,3:8,3 0,48

CD4/CD8 0,5240,17 0,92+0,46 0,7+0,1 0,04

CD3HLADR 5,06%2,3 ! 6,743,1 10+0,88 0,01

*p<0.05 degerleri istatistiksel agidan anlamli kabul edildi

En diisiik T ve B lenfosit diizeyleri LPi grubunda saptanirken, NK ve NKT diizeyi
en diisiik galaktozemi, en yiiksek LPi grubundayd..

T lenfosit yiizdelerinin en yiiksek oldugu grup galaktozemi, en diisiik LPi

grubuydu.

NK ve NKT diizeyleri en yiiksek LPi grubunda, en diisiik galaktozemi grubunda

saptandi.

DNT dlzeyi tirozinemi grubunda en yliksek olup tim gruplarda yiksek

saptandi.

CD3HLADR (Aktive T lenfosit) diizeyi MSUD grubunda en yiliksek dizeyde

saptandi.

NKT ylzdesi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihklar

tespit edildi (p<0,05).

Yas uyumlu saghkh Tirk cocuklariyla karsilastirildiginda; T lenfosit ylzdeleri
acisindan LPi grubunda bir, Tirozinemi grubunda iki, MSUD grubunda bir hastada
dusliklik tespit edildi.
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En disik B lenfosit diizeyleri LPi grubunda saptandi.

CD3HLADR3 diizeyi; galaktozemi hastalarinin yedisinde disiuk, MSUD
hastalarinin dordiinde disik, 2 hastada yiliksek, digerlerinde normal aralikta,
tirozinemi hastalarinin besinde diisiik, bir hastada normaldi. LPi hastalarinin

hepsinde normal bulundu.

Spearman korelasyon analiziyle; CD4+ lenfosit diizeyiyle NLRP3 ve Beclin 1

gen ekspresyonlari arasinda kuvvetli pozitif korelasyon saptandi.

Tablo 4.13. Hasta gruplarinda lenfosit alt gruplari mutlak degerler.

Mutlak Galaktozemi MSUD Tirozinemi LPi p degeri

deger (p<0,05)
T lenfosit 26221901 1878,9+1092,6 1588+218,9 1320+727,7 0,01
B lenfosit 620,5+344,2 545,1+438,5 444,6+199,2 126,662 0,06
NK 360,4+151 415,6+251,4 352,3+161,3 536+262,6 0,69
NKT 123+124,8 181+125,8 167,5+£126,3 213,6%93,4 0,29
DNT 198,8+40,3 180,5+178,9 202,3+77,3 94182,5 0,06
CD4 1506,4+ 1077+660,7 880,8+136,1 781,61548,1 0,04
CD8 900,4+ 604,3+268,9 490,3+80,6 416,3+212,8 0,002
CD4/CD8 13,4+5,4 18,3+12,4 11,3+1 0,26
HLADR3 126,1+54 237,6+169,2 112+65,4 128,2+62,4 0,26

T lenfosit, CD4 ve CD8 pozitif T lenfosit mutlak sayilari agisindan tim hasta
gruplari arasinda istatistiksel anlamli farkhlik saptandi (p<0.05). Galaktozemi ve
MSUD gruplarinda daha ylksek degerler saptandi. Aktive T lenfosit CD3HLADR; MSUD

grubunda en yliksek saptandi.

4.5.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Monosit Fenotipleri Agisindan

Karsilastiriimasi

Hasta ve kontrol gruplari karsilastirildiginda klasik monosit gruplari agisindan

istatistiksel olarak anlaml diizeyde farklliklar bulundu (p<0,05). intermediate
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monosit acisindan gruplar arasinda farklilik gézlenmedi ancak Galaktozemi ve MSUD

hastalarinda yiiksek degerlere sahip hastalar mevcuttu (Tablo 4.14).

Tablo 4.14. Hasta ve kontrol gruplarinin monosit fenotipleri.

Galaktozemi LPI Tirozinemi MSUD :)pig’g;;;
Klasik monosit 90,546,5 95,542,8 95+2,2 88,216,1 0,04
lntermedl_ate 6+4,8 3,9+2,4 3,1+1,2 5,7£2,8 0,285
Monosit
Klasik olmayan
. 2,742,3 0,53+0,4 1,6+1,2 5,1+4,1 0,02
monosit

*p<0.05 degerleri istatistiksel agidan anlamh kabul edildi.

4.5.3. Blastik Transformasyon (Lenfosit Aktivasyon) Sonuglari

Fitohemaglitinin (PHA) ile uyarildiktan 72 saat sonra T lenfosit aktivasyon

belirteglerine ait ekspresyon degerlerinin ortalamasi asagidaki sekilde bulundu.

Tablo 4.15. Hasta gruplarinda blastik transformasyon (lenfosit aktivasyon) testi

sonugclari.
Galaktozemi LPI Tirozinemi MSUD p degeri
CD4CD69 15,4+9,7 31,1+6,3 15,0+7,6 14,3+9,7 0,111
CD4CD69 28,05+10,7 30,7£11,8 16,6+11,6 25,949,3 0,186
CD4HLADR 10,2+9,0 12,0+9,0 1,95+1,07 15,1+12,2 0,004

*p<0.05 degerleri istatistiksel acidan anlamli kabul edildi.

Saglikh bireylerle karsilastirildiginda CD4+CD25+ lenfositler galaktozemi
grubunda 5 /12 hastada, MSUD grubunda 6/10 hastada, tirozinemi grubunda 5/6

hastada distk saptandi.

CD4*CD69" lenfositler galaktozemi grubunda 2 hastada, MSUD grubunda 1

hastada distk saptanirken, tirozinemi grubunda tiim hastalarda normaldi.
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CD4+HLADR+ galaktozemi grubunda 6 hastada, MSUD grubunda 5 hastada,

tirozinemi grubunda 2 hastada distik bulundu.
LPi grubunda tiim hastalarin blastik transformasyon sonucu normaldi.
4.5.4. Hasta ve Saglikh Kontrol Gruplara Ait Sitokin Diizeyleri

On yedi galaktozemi, 16 MSUD, 9 Tirozinemi ve 6 LPi hastasinin sitokin

dizeyleri 6lglld.

Tablo 4.16. Hasta ve kontrol gruplarinin sitokin diizeyi ortalamalari.

Galaktozemi| MSUD Tirozinemi LPi Kontrol ? .

degeri
IFN_G 7,35%1,75 6,531,74 6,78+1,20 7,75+1,08 6,57+1,61 0,42
IL_1B 7,00£1,24 7,83%1,24 9,4416,73 6,7511,54 7,21+1,63 0,49
IL_2 7,12+2,01 7,11#1,31 | 11,61#13,31 | 7,50%1,48 6,71%1,22 0,28
IL_4 8,7913,20 7,5613,34 26,11+£57,37 8,5011,22 7,071£2,42 0,64
IL_5 7,06%2,30 6,4712,04 6,7212,20 5,33%£3,99 6,2113,26 0,68
IL_6 14,47 £10,6 18,33+31,3 24,50+£37,66 11,58+1,66 | 14,93+13,79 0,84
TNF_A 5,231£1,03 5,0510,72 5,41+1,36 4,83+0,98 5,6411,02 0,55
GM_CSF 5,24+1,03 5,06%0,73 5,67+1,48 5,00%1,3 5,64+1,03 0,49
IL_10 4,50+1,10 4,25+1,30 4,3912,04 5,00£1,30 4,21+1,63 0,68
IL_8 6,50+1,80 6,5812,46 5,72+2,29 6,50%1,76 4,50+2,97 0,44

Hasta ve kontrol gruplari arasinda sitokin dizeyleri ortalamasi agisindan

istatistiksel olarak anlamli farkhlik saptanmadi.
4.6. Metabolomik Profilleme

On yedi galaktozemi, 16 MSUD, 9 Tirozinemi ve 6 LPi hastasinin hedefsiz
metabolomik analiz testleri gerceklestirildi. Hasta ve kontrol plazmalarinda
metabolitlerin MS-DIAL programinda kutle/yik ve alikkonma zamanlarina gore
metabolomik profillemesi yapildi. istatistiksel analiz sonucunda hasta ve kontrol
grubunda metabolitlerin anlamh dizeylerde farklilastigl saptandi. Literatiirde bu

hasta gruplarinda metabolomik analiz ¢calismasi yapilmis cok az calisma mevcuttur.
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4.6.1. Galaktozemi

MS-DIAL programinda istatistiksel olarak anlamh bulunan metabolitler
saptandiktan sonra Metaboanalyst 5 programinda metabolomik yolak analizleri

yapildi.
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Grafik 4.14. Galaktozemi ve kontrol hastalarinda olasi metabolitlerin hiyerarsik
kiimelenmesini gosteren isi haritasi.
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Grafik 4.15. Galaktozemi ve kontrol gruplarinin PLS-DA grafigi.
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Bu grafikte kirmizi renk galaktozemi hastalarina, yesil renk ise kontrol
vakalarina ait olasi metabolitleri gostermektedir. Olasi metabolitlerin yogunlastigi

kisimlar daha yogun goziikmektedir.

Bu grafik 1s1 haritalama grafigi olup galaktozemi ve kontrol gruplarinda

farklilagan metabolitleri farkh renklerde géstermektedir.

PLS-DA grafigi Galaktozemi ve kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli

dizeyde farkhlasma gosteren olasi metabolitleri gostermektedir.
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Grafik 4.16. Volkan grafigi:  Galaktozemi-kontrol gruplarinda metabolomik
profilleme.

FC: fold change (kat degisimi)

Bu grafikte gri renk anlamli farklihk g&stermeyen olasi metabolitleri temsil
etmektedir. Sifira yakin kiimelenme anlamli degisiklik olmadigini géstermektedir.
Mavi renk sol tarafta azalan olasi metabolitleri, sag taraf kirmizi renk artanlari

gostermektedir.
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Grafik 4.17. Galaktozemi hastalarinda en fazla etkilenen metabolomik yolaklar.

Zenginlestirme analiziyle metabolitlerin yogun olarak bulundugu yolaklar
saptanmaktadir. Bu analizlerde rengin koyulasmasi p degerinin kiictilmesiyle dogru

orantilidir.

Galaktozemi hastalarinda; metabolomik yolaklardan steroit hormon, safra
asidi ve laktoz sentez, androjen ve Ostrojen, inozitol fosfat, lipit, vitamin ve
katekolamin metabolizma yolaklari baslica etkilenen yolaklardir. Gliserol fosfat
mekigi ve ubikinon sentezi gibi enerji metabolizmasi yolaklari agisindan hasta ve

kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik gézlendi.
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4.6.2. MSUD
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Grafik 4.18. MSUD ve kontrol hastalarinda olasi metabolitlerin hiyerarsik
kiimelenmesini gosteren isI haritasi .
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Grafik 4.19. MSUD ve kontrol grubunun PLS-DA grafigi.
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Grafik 4.20. Volkan grafigi:
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Grafik 4.21. MSUD hastalarinda en fazla etkilenen metabolomik yolaklar.
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MSUD hastalarinda sfingolipit, fosfatidilkolin, fosfolipit, fosfatidiletanolamin,
yag asidi biyosentezi, lipit ve yag asit metabolizmasiyla ilgili yolaklar en fazla
etkilenmistir. Keton cismi, B-alanin, aspartat, glisin-serin, arjinin-prolin, valin, 16sin ve
izolosin yikimi, tirozin, triptofan gibi aminoasidleri ilgilendiren yolaklar, betain,
methionin ve glutatyon gibi redoks sinyalizasyonla ilgili yolaklar, cok uzun zincirli yag
asidleri oksidasyonu gibi peroksizomal disfonksiyonla ilgili yolaklar, tre siklusu, porfiri
metabolizmasi, poliaminleri (spermin-spermidin) ilgilendiren ve pirimidin

metabolizmasi yolaklarinin etkilendigi gbzlenmektedir.

4.6.3. Tirozinemi
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Grafik 4.22. Tirozinemi ve kontrol hastalarinda olasi metabolitlerin hiyerarsik
kiimelenmesini gosteren isi haritasi.
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Grafik 4.23. Tirozinemi ve kontrol grubunun PLS-DA grafigi.
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Hasta ve kontrol gruplarinda olasi metabolitler arasindaki farklilasma net

olarak gézlenmektedir.
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Grafik 4.24. Volkan grafigi: Tirozinemi-Kontrol gruplarinda metabolomik profilleme.
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Enrichment Overview (top 25)
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Grafik 4.25. Tirozinemili hastalarinda en fazla etkilenen yolaklar.

Basta fenilalanin ve tirozin metabolizmasi olmak (zere,

arjinin ve prolin

metabolizmasi, malat-aspartat mekigi, metiyonin ve homosistein metabolizmasi,

threonin ve taurin metabolizmalari, poliamin biyosentezi, yag asitleri ve lipidlerle

iliskili yolaklar en fazla etkilenen yolaklar arasindadir.
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4.6.4. LPi
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Grafik 4.26. LPI ve kontrol hastalarinda olasi metabolitlerin hiyerarsik
kiimelenmesini gosteren isi haritasi.
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Grafik 4.27. LPi ve kontrol grubunun PLS-DA grafigi.
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Grafik 4.28. Volkan grafigi: LPi-Kontrol gruplarinda metabolomik profilleme.
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80

LPi grubunda baslica aminoasid metabolizmasi yolaklari disinda glikoliz,
glukoneogenez, elektron transport zinciri, warburg etkisi gibi enerji metabolizmasini
ilgilendiren yolaklarda, keton cisim metabolizmasi, lipid metabolizmasi,
mitokondriyal ve peroksizomal yag asidi oksidasyonuyla ilgili yolaklar, karnitin sentez,
katekolamin ve plirin metabolizmasiyla ilgili yolaklarin istatistiksel agidan anlamh

diizeyde etkilendigi gozlenmektedir.

Enrichment Overview (top 25)
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Grafik 4.30. LPi’de etkilenen metabolik yolaklarla ilgili hastalik gruplari.
LPi hastalarinda etkilenen yolaklar kronik inflamatuvar hastaligi olan

bireylerde etkilenen yolaklarla en fazla uygunluk géstermektedir. Ayrica 6nceki

grafikdeki metabolit dagilimina uygun olarak LPi hastalarinda etkilenmis olan
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metabolomik yolaklar kolestazisi, norolojik hastaliklari, tirozinemi, fenilketoniri,
MSUD , miyokard hasari, propiyonik asidemisi, Colyak hastaligi olan bireylerde

etkilenmis metabolik yolaklarla benzerlik gostermektedir.
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5. TARTISMA

Kalitsal metabolik hastaliklar tek gen, tek hastalik modeline uygun olsalar bile
hastaligin ileri dénemlerinde farkh klinik tablolar goézlenmektedir. Hastalarda
gozlenen farkli klinik fenotipler, farkli genomik, biyokimyasal ve immun fenotipler
olabilecegini duslindirmektedir. Tim kronik hastaliklarin patogenezinde ve
patofizyolojisinde etkili oldugu 6ne sirilen otofajik disfonksiyon, oksidatif stres ve
inflamatuvar suirecler kalitsal metabolik hastaliklarda komplikasyonlarin gelismesinde
de ortak mekanizmalardir. Calismamizda tim hasta gruplarinda hicre i¢ci ROS dahil
oksidatif stres belirteclerinde artis veya total antioksidan kapasitede dusiklik,
inflamasyon aktivasyonu belirteci olan NLRP3 ve p62 gen ekspresyonlarinda artis,
tim hasta gruplarinda LC3B-Il'de dislklik veya yukseklik gibi otofajik akista
bozukluklar, kontrol grubunda otofaji genleri olan p62/Beclin 1/LC3B-Il genleri
arasinda pozitif korelasyon ve saglikli otofajik akis bulunmustur. Bu sonuglar bu gl
mekanizmanin kalitsal metabolik hastaliklarin patogenezinde rolii olabilecegini
desteklemektedir. Ayrica hasta gruplari arasinda T lenfosit, B lenfosit, CD4 +, NKT,
DNT, CD3HLADR, klasik ve klasik olmayan monositler gibi immun hicreler agisindan
anlaml farkhliklar oldugu gézlendi. Bu sonuglar farkli hasta gruplarinda farkli immun
mekanizmalarin etkisini gostermesi agisindan énemlidir. Metabolik yolak analizleri
incelendiginde de tim hasta gruplarinda saglikli kontrol grubundan farkl yolaklarin

aktiflestigi gozlendi.

Hasta gruplar oksidatif stres belirtecleri acisindan karsilastirildiginda en
yiiksek TOS ve OSi degerleri MSUD grubunda saptandi. Kétii metabolik kontrolli
hastalarda oksidatif stres gostergeleri yiksekti. Hastalarin yarisinda disilfit ve
disulfit/nativ tiyol orani kontrol grubundan ytiksek saptandi. Disilfit ve [6sin miktar
arasinda anlaml diizeyde pozitif korelasyon mevcuttu. Dislilfit miktari yiksek
hastalarda NLRP3 ve p62 gen ekspresyonlarinda da artis goruldi. MSUD grubunda
tiyol degerlerinin de yiksek olmasi bu hastalarda adaptif antioksidan mekanizmalarin

asiri  calistigini  gostermektedir. Ancak inflamazom gen ekspresyonlarinda
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galaktozemi ve LPi hastalarinda gozlenen 4-5 kat artislar MSUD grubundaki

hastalarda gozlenmedi. Hastalarin yarisinda 1,7-2 kat artis degisimler gozlendi.

Tim MSUD hastalarinda nérolojik fonksiyon bozuklugu mevcutken NLRP3 gen
ekspresyonu yuksek hastalarda yirime ve konusma bozukluklari, epilepsi gibi
norolojik bulgularin daha agir oldugu goézlendi. Hastalarin hepsinde de biyiime
geriligi mevcuttu. Bu grubun galaktozemi grubuna gore daha agir norolojik defisiti
mevcuttu. Redoks sinyalizasyon bozuklugunun ve oksidatif stresin major etkiledigi
organlardan birinin beyin olmasi ve néroinflamasyonun tetikledigi nérodejenerasyon
nedeniyle ciddi nérolojik bulgular dogal bir sonuctur. Klasik diyet tedavisi disinda
MSUD karnitin gibi antioksidan tedavilerin uygulanabilecegi bir hastalik grubu olarak

gorilmektedir.

Galaktozemi grubunda da oksidatif stres belirteclerinden TOS degerleri
oldukea yiiksek bulundu. Ozellikle katarakt ve hipogonadotropik hipogonadizm gibi
komplikasyon gelistiren ic hastada hem disiilfit dlizeyleri hem TOS degerleri ¢ok
ylksek bulundu. Bu durum oksidatif stres ve klinik fenotip korelasyonu agisindan
degerlidir. Ayrica bu hastalarda NLRP3, ASC ve kaspaz 1 gen ekspresyonlarinda da
belirgin ylkseklik mevcuttu. NLRP3 iliskili periodik ates sendromlarinda keratit, uveit,
band keratopati, sklerit, kuru géz gibi goz bulgularinin gelistigi bilinmektedir. Akut
glokom patogenezinde de NLRP3 ve kaspaz 1 gen ekspresyonlarinda ylkseklik
saptanmasi gozle ilgili komplikasyonlarin gelismesinde inflamazom genlerinin

patogenezdeki rolinii desteklemektedir.

Katarakt gelisen galaktozemi hastalarinda farkli genotipler dikkat
cekmektedir. Hastalarin birinde kirpilma (1VS3+2T>C), digerinde birlesik heterozigot
mutasyon (c.442C>T,c.460T>C), digerinde yanhs anlamh mutasyon ( c.1018G>T )
mevcuttu. Genotip-fenotip korelasyonu kurulamasa da inflamazom gen
ekspresyonuyla (transkriptom), disulfit ve tiyol/disilfit dengesiyle korelasyon

bulunmasi ilgingtir.
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LPi grubunda dislfit ve disilfit/tiyol orani en yiiksek olup, TAS diizeyi ise
anlamli diizeyde kontrol grubundan disiik saptandi. Akciger tutulumu olan LPi
hastalarinda otofaji yolaginda rol alan NLRP3/p62 ekspresyonlari g¢ok vyiiksek
saptandi, nétropenisi ve kemik iliginde hemofagositoz saptanan hastalarin oksidatif
stres gOstergesi olarak nativ tiyol diisuk, disilfit ve disulfit/nativ tiyol orani yiiksek
bulundu. Klinik fenotiplerin farkli biyokimyasal fenotiplerle korele olmasi ve farkli

yolaklarin aktivasyonunu gostermesi acisindan 6nemlidir.

Akciger ve bobrek tutulumu olan hastalarda inflamazom geni NLRP3’lin
ifadesinde artis oldugu gozlendi. Beclin 1 ekspresyonu da ¢ok diisiik saptanmistir. Bu
durum genetik delesyona veya arjinin eksikligine bagli olabilir. TAS dilizeyinde
dusliklik ise sekonder karnitin eksikligi veya uygulanan diyet tedavilerine sekonder

olabilecegi diistinliimektedir.

11 vyasindaki kiz hastada LPS-ATP uyarisi sonrasinda NLRP3/p62
ekspresyonunda 3 kat artis protein dizeyinde anlamli distklik saptandi. Boy kisaligi,
bisitopeni, osteopeni, kemik ilig§inde hemofagositoz, tekrarlayan idrar vyolu
enfeksiyonu mevcut. LPS+ATP uyarisiyla inflamazom gen ekspresyonlarinda artis
gozlenen hastanin Beclin 1 ve LC3B-Il otofaji protein ekspresyonlarinda belirgin
duslklik saptandi. LPS indiiksiyonu sonucunda beklenen hiicresel cevap koruyucu
mekanizma olarak otofajinin aktive olmasinu gosterir fakat bu hastada bu yanit
gozlenmedi. Otofajik fonksiyon bozuklugu inflamazomun ortadan kaldirilamamasina
ve inflamasyonun daha da artarak komplikasyonlarin gelismesine neden olabilir. 31
yasindaki LPi tanili erkek hastamizda bazal NLRP3, p62, NFKB ekspresyonlari ¢ok
yiksek olmasina ragmen LPS uyarisina yanit olusmadigl gorildi. Bu durum
hiicrelerde belli bir doygunluga ulasildiginda uyarici faktorlerin etkisiz oldugunu
dustindiirmektedir. LPi hastalarinda bagirsak mikrobiyotasindaki diizensizlik ve
disbiyozis dislintldiglinde, kronik endotoksin uyarisi altinda oldugu dislintlebilecek

LPi hastalarda tek doz LPS uyarisina cevap alinmamasi sasirtici degildir.
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En yliksek NLRP3 inflamazom gen ekspresyonu 6l¢lilen hastamiz 20 yasinda,
kadin hasta akciger tutulumu, meduller nefrokalsinozis, kreatin ylksekligi (0,9-1,1
arasinda), lenfopeni, kemik iliginde hemofagositoz ve boy kisaligi nedeniyle
izlenmekteydi. Antioksidan kapasitesi diisik olan hastada tiyol/disilfit dengesi
normaldi. Bu sonug yasla birlikte inflamasyonun ve komplikasyonlarin ilerledigi
sonucunu disltindirmektedir. Metabolomik analizler sonucunda da bu grupta artan

metabolitler en fazla inflamatuvar hastaliklarla uyumluydu.

Yasla birlikte ilerleme gosteren, nedeni de tam anlasilamayan bdébrek
tutulumu LPI olan hastalarin ayrilmaz bir pargasidir. Glomeriler veya tibuler
disfonksiyon, kreatin ylksekligi, meddller nefrokalsinozis ve kronik bébrek yetmezligi
hasta grubumuzda goézlenen renal bozukluklardir. Tam hastalarda TAS dizeyinde
istatistiksel olarak anlamh dusuklik ciddi boyutta oksidatif stres varligini
desteklemektedir. LPi grubunda monosit/lenfosit oraninda yiikseklik, klasik monosit
dizeylerinde ve NK hicrelerinde belirgin yikseklik olup, kemik iliginde de
hemofagositoz izlendi. Bu sonuglar siirekli immun aktivasyonu ve subklinik makrofaj
aktivasyon sendromunu gostermektedir. Dolasimdaki monositler dokulara gecerek
makrofajlara dénismekte ve kronik inflamasyona neden olmaktadir. T ve B lenfosit
dizeyleri diger grup hastalardan 3 hastada 6l¢lilmis olmasina ragmen anlamli
diizeyde disuk saptanmistir. Hastalarin nerdeyse tamaminda notropeni, lenfopeni, B
hiicre dlizeylerinde saptanan duisuklik immun yetmezligi géstermektedir. Ancak
blastik transformasyon testleri normaldir. Daha fazla hastayla daha detayli immun

fonksiyonlarin arastirildigi calismalara ihtiyag vardir.

Yeni yapilan bir ¢alismada otofaji yolaginda rol alan NLRP3 aktivasyonu igin
birincil sinyal basamaginin gerekli olmadigl saptandi. Bizim c¢alismamizda da
literatlirdeki calismalardan farkl olarak LPS/ATP indiksiyonu olmadan bazal gen
ekspresyonlari cahlsildi ve tim hasta gruplarinda NLRP3 gen ekspresyonunda
yikseklik saptandi. Bu durum ikinci sinyal molekiilii olan ROS dizeylerinin yiksek

olmasinin inflamatuvar yolagi aktiflestirdigi seklinde yorumlanabilir.
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Aktif enfeksiyonlari veya metabolik kriz tablolari olmadigi donemde yapilan
bu ¢alismanin sonuglari hastaliklarin fizyopatolojisinde kronik inflamasyon ve dogal
immun sistemin etkisini gostermesi agisindan Onemlidir. Literatiirde bu hasta
gruplarinda inflamazom gen ekspresyonlarinin ve proteinlerinin ¢alisildigi arastirma

mevcut degildir.

Tim hastalarda hiicre igi otofaji ve inflamazom protein dizeyleri flow
sitometri yontemiyle Olglildii. Bazal protein dizeyleri ve uyari sonrasindaki
degisiklikler 7 protein igin Olglldi. Gen ekspresyon analizlerinde oldugu gibi NLRP3
ve p62 proteinlerinin birlikte hareket ettigi gdzlendi. Beclin 1 ve LC3B-II diizeylerinde
de genel olarak duslisler mevcuttu. Galaktozemi grubunda gen ekspresyonuyla
uyumlu vyiksek degerler saptandi. Literatirde LPS uyarisi sonrasinda otofaji
indiksiyonunu destekleyen ¢alismalar mevcuttur. Hastalarimizda ise otofajik akista

bozukluk gozlendi.

Aflaki ve ark. calismasinda Gaucher hastalarinin makrofajlarinda (GM)
lizozomal disfonksiyona bagl otofajinin bozuldugu ve inflamazom aktivasyonuna
neden oldugu gosterilmistir (83). LPS-ATP uyarimina bagh otofaji inhibe olurken ve
LC3B’de dusuklik gozlenirken, inflamazomun sirekli aktivasyonu vardir. GM’de
otofajik adaptor p62’'nin dizeyi artarak inflamazomun otofagozomun igine alinmasi
engellenmistir. Bizim c¢alismamizda tim hasta gruplarinda NLRP3 geni ve p62
arasinda yuksek pozitif korelasyon mevcuttur. Saglkl kontrol grubunda Beclin 1 ve
p62 gen ekspresyonlari ¢ok kuvvetli pozitif korelasyon gosterirken LC3B-Il gen
ekspresyonuyla da pozitif korelasyon mevcuttur. Hasta gruplarinda ise LPS uyarisina
karsi otofaji genlerinde distikliik veya cevapsizlik gozlenmektedir. Gen ekspresyon ve
protein analizleri hasta gruplarinda otofajik disfonksiyonun varligini géstermektedir.
Otofaji normal sartlarda asiri ROS Uretiminde hasarli mitokondrileri uzaklastirarak
veya glutatyon sentezini artirarak hiicreyi korumaktadir. Ancak asiri p62 ekspresyonu
nedeniyle kalitsal metabolik hastaliklarda bu siire¢ bozulmaktadir. Calismamiz p62
yuksekliginin Nrf2 Gizerinden antioksidan mekanizmalari tetikledigini géstermektedir.

TOS dizeyleriyle TAS dlizeyleri arasinda pozitif korelasyon oksidatif stres artisiyla
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birlikte antioksidan sistemlerin cevap verdigini géstermektedir. Ancak belli esik deger
Uzerine cikildiginda adaptif antioksidan mekanizmalar yetersiz kalmaktadir. Bu
durumda NLRP3 geni aktifleserek inflamasyon ve hiicre 6lim yolaklarini harekete

gecirdigi duslnlebilir.

Calismamizda tim hasta gruplarinda hiicre ici ROS diizeylerinde artis saptandi.
Belli bir esik degerin ve sirenin sonucunda oksidatif stres artik tolere edilebilen
‘eustres” durumundan ‘distres’ tarafina gecerek organ disfonksiyonuyla
sonuglanmaktadir. Antioksidan tedaviler ise rediktif strese neden olabileceginden
dikkatli baslanmali ve takip edilmelidir. Ancak saglikli kontrollerde bile hi¢cbir zaman
fizyolojik slirecin olmadigl, organizmada kompansatuvar mekanizmalarin yogun
¢alismasiyla hastaliklarin 6nlendigi gorilmektedir. Hangi ROS diizeyinde patolojik
sirecin basladigl ve uygulanacak tedavi dozlari ve siiresiyle ilgili daha kapsaml

¢alismalara ihtiyag vardir.

Kalitsal metabolik  hastaliklar, immundisregilasyon, enfeksiyonlara
yatkinliklari, otoimmunite, otoinflamatuvar hastallk ve kanser gelistirme
potansiyelleriyle immun yetmezlik profiline uygun hastaliklardir. Cogu metabolik
hastalikta dogal ve adaptif immun sistemde kalitatif ve kantitatif degisiklikler
gozlenmektedir. Calismamizda immun fenotip ve klinik bulgular arasinda korelasyon
goze carpmaktadir. Aslinda metabolik hastalikl cocuklar nérodejeneratif hastaliklar
gibi yashlik benzeri klinik bulgular gelistirmektedir, yani erken bir “inflammaging”
durumu gozlenmektedir. Farkli klinik tablolarin farkli dokulardaki NLRP3 gibi dogal
immin sisteme ait gen ekspresyonlarindaki farkliliklara bagl olabilecegi
disiinilebilir. LPi hastalarinda alveolar makrofajlarin etkilenmesi pulmoner alveoler
proteinozis tablosuna neden olurken, MSUD hastalarinda mikroglia hiicrelerindeki
gen ekspresyonlari néroinflamasyonu tetiklemektedir. Galaktozemi hastalarinda goz
ve over tutulumu NLRP3 inflamazom gen ekspresyonuyla iliskili olabilir. Bu durum her
hasta grubunda farkli organlarda eksprese edilen dogal imminiteyle ilgili gen
ekspresyonlarinin klinik fenotipleri etkiledigini diisiindiirmektedir. Ornek olarak LPi

metabolik ve immun fenotiplerin birlikte gézlendigi bir hastaliktir. Tringham M ve ark
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Finlandiya’da yaptiklari calismada 926 gen ekspresyonunda farklilik tespit etmislerdir
(23). Transkriptomik analiz sonucunda inflamatuvar cevap, immun sistem siiregleri ve
apopitozis gibi biyolojik streglerde anlamli farkhliklar bulunmugstur. SLC7A7 geni
disindaki farkli gen ekspresyonlarinin farkli semptomlardan sorumlu olabilecegi

belirtilmistir.

CD3+CD4-CD8- T cells (double-negative T cells- DNT) kronik inflamatuvar
hastaliklarda ve otoimmiin hastaliklarda patolojik veya regtilatér fonksiyonlari vardir.
Dokularda birikerek sitokin sentezledikleri ve inflamasyonu tetikledikleri
gosterilmistir. inflamatuvar hastaliklarin aktivasyonunda, organ inflamasyonunda ve
hastaligin progresinde énemli bir belirte¢ olabilecegi diisiiniilmektedir (106). iskemik
atak geciren hastalarda beyinde ve periferik kanda DNT hiicrelerinde yilikselme
saptanmistir ve néroinflamasyonla iligkili oldugu belirtilmistir (106). Calismamizda
tim hasta gruplarinda DNT yuksekligi saptanmistir. DNT yliksekliginin en fazla oldugu
grup ise tirozinemi hastalaridir. Ozellikle mikronodiiler siroz ve karacigerde ileri diizey
heterojenite saptanan iki hastada yas gruplarina gore c¢ok yiksek degerler
gorilmektedir. Hastaligin progresyonunun izlenmesinde biyobelirte¢ adayi olabilir.
DNT tedavi amach ¢ok dikkat cekici bir hiicre grubu olup bu konuda ileri diizeyde

¢alismalar devam etmektedir.

Calismamizda o6ne c¢ikan diger hicre grubu aktive T lenfosit olan
CD3HLADR'dir. MSUD grubunda yaslarina gore dusik, yliksek ve normal degerler
bulunmustur. Galaktozemi ve tirozinemi hastalarinda biri hari¢ hepsinde disiik, LPi
hastalarinda ise yaslarina gére normal bulunmustur. Bu hastalarda enfeksiyonlara
yatkinlik nedenlerinden biri bu aktive T lenfosit diizeylerinde dusiklik olabilir. ROS
diizeyleriyle T lenfosit aktivasyonu arasinda énemli iliski mevcuttur. Ozellikle MSUD
hastalarinda T lenfosit aktivasyonu diyabet gibi otoimmin hastaliklarin
tetiklenmesiyle iliskili olabilir. Galaktozemi ve MSUD hastalarinda T lenfosit
aktivasyon disudkliga hastalarin yarisinda gozlenmistir. T lenfositlerinde lenfosit
aktivasyon cevabinin distik olmasinin ROS diizeylerinde yikseklige bagh olabilecegi

dislnulda.
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Galaktozemili hastalar erken yasta tani almalarina ve galaktozemiden fakir
diyet tedavisine baslanilmasina ragmen bilissel, konusma ve davranis bozukluklari
veya geng¢ vyaslarda overyen yetmezlik gibi komplikasyonlar yiliksek oranda
gorilmektedir. Bu uzun dénem komplikasyonlarin nedeni tam anlasilamamistir. 2019
yihinda yayinlanan bir makalede 183 hasta ve 31 kontrol vakada hedefsiz
metabolomik analizi yapilarak redoks, aminoasit ve mitokondri sinyal yolaklarini
kapsayan toplam 14 yolakta farkliliklar tespit edilmistir (107). Bizim ¢alismamizda da
ayni  yolaklarda degisiklikler saptanmistir. Bu durum galaktozemideki
komplikasyonlarin  zemininde oksidatif stresin sorumlu olabilecegi fikrini
desteklemektedir. Ayrica steroit hormon senteziyle ilgili yolaklarda énemli farklar
vardir. Sekonder hipoglikozilasyon nedeniyle hormon diizeylerinde dustklk,
hipergonadotropik hipogonadizm, overyen yetmezlik ve kriptorsidizm gibi endokrin

bozukluklar hastalarda gézlenmektedir (8).

MSUD tanili hastalarimizda tespit edilen analitlerin ¢ogunlugu lipidler,
aminoinoasitler, niikleotidler ve enerji metabolizmasiyla ilgiliydi. Orta ve uzun zincirli
yag asidleri, multipl agil karnitinler, agil kolin yag asidleri, fosfolipit metabolitleri,
monoagil ve diacil gliseroller, sfingolipidler agisindan dnemli farkliliklar saptandi. Lipit
oksidasyonundaki degisiklikler (dalli zincirli yag asidinin alfa oksidasyonu, uzun zincirli
ve ¢ok uzun zincirli yag asitlerinin beta oksidasyonu, safra asidi sentezi ve eter lipit
sentezindeki degisiklikler) MSUD hastalarinda peroksizomal disfonksiyon varligini
desteklemektedir. Lipitler beyinde beyaz cevher olusumu, hiicre membranlarinin
yapisi, vitamin transportu, sindirim, hormon regllasyonu, kardiyovaskuler hastalik
riski gibi cok sayida fizyolojik olaylarda onemli roli olan molekiillerdir (108). MSUD
hastalardaki dikarboksilik asit dizeylerindeki artis yiiksek dalli zincirli aminoasit

diizeylerinin mitokondriyal fonksiyonlardaki etkisini gostermektedir.

Peroksizomal alfa ve beta oksidasyon (rinlerinin mitokondriye
transportundaki defektler mitokondrial beta oksidasyon ve enerji metabolizmasinda
aksakliklara neden olmaktadir. Enerji yolagindaki akis bozukluklari trikarboksilik asit

donglislinde stiksinil-koA ve asetil-koA dlizeylerindeki azalma mitokondriyal oksidatif
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fonksiyonlarinda bozulmaya neden olur. Eter fosfolipit diizeylerindeki azalma
endoplazmik retikulum aktivitesinde de sorunlar oldugunu gostermektedir.
GUnumuzde alkolik olmayan steatohepatit tedavisinde kullanilan ve yag asidlerinin
metabolik disreglilasyonunu dizelten glitazon, fibrat ve diger peroksizom
proliferator-aktive edici reseptdr (PPAR) agonistlerinin de MSUD tedavisinde

kullanilabilecegi literatiirde 6nerilmektedir (109).

Tirozinemi hastalarinin metabolomik analizlerinde dalli zincirli amino asit,
treonin ve spermidin diizeylerinde azalmalar gézlenmektedir. Spermidin ve spermin
poliaminler hiicre bliylimesi, farklilasmasi, DNA, RNA ve protein sentezinden sorumlu
onemli molekillerdir. Treonin bébrek hasariyla iliskili metabolittir. Bu grupta ayrica
dopamin eksikligi saptanmistir. Bazi tirozinemi hastalarinda goérilen dikkat eksikligi

hiperaktivite sendromunun dopamin eksikligiyle iligkili oldugu distintilmektedir.

LPi hastalarinin metabolomik profillemesi sonucunda kolin ve kynurenin
diizeylerinde yukseklik saptandi. Karnitin, tirozin, fenilalanin diizeylerinde duguklik
mevcuttu. Metil donori olarak gorev yapan, homosistein metilasyonunu saglayan
betain dizeyi dusiik saptandi. Kynurenin norolojik sistemle iliskili hastaliklarin
tedavisinde hedef molekdildir. Triptofan metabolizmasinin 6nemli metaboliti olan ve
norotoksik etkili kynurenin dizeylerinde artis gozlendi. L-kynurenin norotoksik
metabolitler antranilat ve kuinolinik asidin dncli molekilidir. T hiicrelerinde de
fonksiyon bozukluguna ve 6lime neden olmaktadir. Karnitin ise oksidatif stresden
koruyucu olup, mitokondriyal ve peroksizomal fonksiyonlarda énemlidir. Kurko ve
ark. calismalarinda kronik bébrek hastaligiyla bazi metabolitlerin istatistiksel olarak

anlamli iliskisini saptamislardir (22).

Lizinlrik protein intolerans hastalarinda Warburg etkisiyle ilgili metabolitlerin
etkilendigi gozlenmektedir. Warburg etkisi, bir molekil glukozdan elde edilen ATP’nin
az olmasina ragmen glukozu laktata donistirmesidir. Glikoliz ve pentoz fosfat
yolaklari aktive olarak nikleotid ve NADPH sentezi gerceklesir. Mitokondriyal hasar

nedeniyle timor hiicrelerinde yetersiz oksijene karsi uyum saglayabilmek amaciyla
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Warburg etkisinin kanser hiicreleri tarafindan tercih edilmektedir. Kalitsal metabolik
hastaliklarda da oOzellikle T lenfositlerinde oksidatif fosforilasyon yerine diger enerji
yolaklari tercih edilmektedir. Bu tercih organel, hiicre, doku ve organ diizeyinde
fonksiyon bozukluklarina neden olmaktadir. Tim hasta gruplarinda enerji

yolaklarinda kontrol grubuna gore farkhliklar gézlenmektedir.

Literatirde KMH’da tiyol/disulfit homeostazisinin arastirildigi yayinlar
mevcuttur. Aktuglu ve ark. calismalarinda NTBC tedavisi altinda tirozinemi tip 1
hastalarinda TDH’nin bozulmadigini saptamislardir (16). Bizim c¢alismamizda da
tirozinemi hastalarinda disilfit dizeyi kontrol grubundan daha disik bulundu.
Tirozinemi grubunda uygulanan nitizinon tedavisinin oksidatif stresi azaltici etkisi
gorilmekle birlikte karaciger diizeyinde inflamasyon, fibrozis ve hepatoseliler kanser
gelisme riski devam etmektedir. Cok kisa slreli ara verislerin bile dnemli sonuglari
oldugu hayvan deneylerinde gosterilmistir (15). Baska bir calismada MSUD
hastalarinda serum disulfit/nativ tiyol, distlfit/total tiyol ve nativ tiyol/total tiyol
oranlarinin kontrol grubundan farklilik géstermedigi saptanmistir. lyi metabolik
kontroliin oksidatif stresi onledigi ve antioksidan tedavilerin gerekli olmadig
belirtilmistir (51). Cam ve ark. calismasinda ortalama disiilfit diizeyi [19.8 (11.6-25) vs
14(10.1-18.8), p=0.004], disulfit / nativ tiyol orani (4.5+2.0 vs 3.2+1.6, p<0.001) ve
ortalama disulfit / total tiyol oranlarini (4.0£1.7 vs 2.9+1.4, p=0.001) intoksikasyon
tipi KMH’da (fenilketondiri, galaktozemi, Ure siklus defektleri ) saglikh birey

grubundan 