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TESEKKUR

Uzmanlik egitimim siliresince degerli bilgilerini benimle paylasan,
kazandirdig1 her deneyim ile uzmanlik egitimime ¢ok biiyiik katkilar1 olan ve bana
her konuda vermis oldugu sonsuz destek nedeniyle danismanim, saygideger hocam

Dog. Dr. Asli PINAR’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Asistanligim siiresince egitimime katkida bulunan anabilim dalimizin gretim
tiyelerine, yol arkadagligi yapan tiim asistan arkadaglarima ve basta elektroforez
birimi ¢alisanlar1 olmak iizere tiim merkez laboratuvari calisanlarina tesekkiir

ederim.

Calismamu kit temini ile destekleyen Biz Medikal, Pera Medikal ve Rotakim

Analiz’e tesekkiir ederim.

Son olarak, egitim hayatim boyunca beni her konuda kosulsuz destekleyen
sevgili anneme ve babama, sevgili kaymvalideme, uzmanlik egitimim ve tez
calismalarim sirasinda motivasyonumu hep yiiksek tutan, destegini esirgemeyen
sevgili hayat arkadasim Bawer Alyakut’a ve bana ihtiya¢ duydugu donemlerde
yaninda olamama ragmen mutlu bir ¢ocuk olmaya devam eden ve beni iizmeyen

anlayish biricik kizim Arin Alyakut’a tesekkiir ederim.



OZET

Alyakut A., Transferrin izoformlarinin analizinde elektroforez ve sivi
kromatografisi yontemlerinin karsilastirilmasi, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya, Uzmanhk tezi, 2017, Ankara. Transferrin (Tf),
siyalik asit sayisina gore birgok izoformu bulunan bir serum glikoproteinidir. Tf
izoformlarindaki patern degisiklikleri konjenital glikozilasyon defektlerinin tanisinda
kullanilmaktadir. Bu amagla izoelektrik odaklama (IEO) elektroforezi, yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve kapiller zon -elektroforez (CE)
yontemleri ile Tf izoformlar1 degerlendirilmektedir. Calisma, Hacettepe Universitesi
Hastaneleri Merkez Laboratuvarinda Mayis 2015-Mayis 2016 tarihleri arasinda
Konjenital glikozilasyon sendromu (CDG) taramasi amaciyla kabul edilen hasta
numuneleri ile gerceklestirildi. Calismamizda merkez laboratuvarda rutin analizlerde
kullanilan 1. CE sistemi (Sebia 2 Capillarys™ Sebia, France), 2. CE sistemi (Helena
Biosciences V8® E-class analizorii; Helena Biosciences Europe, UK) ve HPLC
(CDT test kiti UV/VIS-FAST EUREKA reagent / Shimadzu Europe) sistemleri
karsilastirildi. Her bir sistemin gilin i¢i ve giinler arasi varyasyonlari hesaplanarak
karsilastirildi. Sistemler Tf izoformlari analiz performanslar ve gesitli interferanslar
(hemoliz, lipemi, biliriibin ve betada ilerleyen monoklonal pik) yOniinden
karsilastirildi. Her 1{i¢ sistemin varyasyon katsayist (%CV) degerleri
karsilastirildiginda giin i¢i ve giinler arasi varyasyon g¢aligsmasinda; disialo-Tf igin en
diisiik degerler HPLC sisteminde diger izoformlar i¢in 1.CE sisteminde goriildii.
Rutin Tf izoformlar1 analiz karsilastirmasinda toplam 36 serum numunesi galigild1.
1.CE sistemi ile 36, 2.CE sistemi ile 29, HPLC sistemi ile de 35 numune
degerlendirildi. Ug sistemin smif igi korelasyon analizi sonucunda ydntemler
arasinda uyum saptanmadi. Sistemler ikiserli sinif i¢i korelasyon analizi ile
karsilagtirildiginda en kabul edilebilir sonucun trisiyalo-Tf dl¢timiinde 1.CE ve 2.CE
sistemleri arasinda oldugu goriildii. Sistemler arasinda her bir Tf izoformu igin
yapilan Bland-Altman analizlerinde disiyalo-Tf i¢in sonuglar uyumlu bulundu.
Trisiyalo-Tf i¢in sonuglarin kabul edilebilir sinirlar i¢inde (<%10) ancak, 2. CE ve
HPLC sisteminde artan konsantrasyonlarda negatif yonde bias gosterdigi saptandi.
Tetrasiyalo-Tf’de sistemler arasinda farkliligin arttig1 ancak kabul edilebilir sinirlar

icinde oldugu, pentasiyalo-Tf i¢in arasindaki uyumun bozuldugu goriildii.



Hemoglobin (Hb) interferansinin 6zellikle disiyalo-Tf {izerinde negatif yonde etkisi
saptandi. Transferrin izoform analizlerinde Hb’nin 125 mg/dL diizeylerinden itibaren
hemolizin kabul edilmemesi gerektigi sonucuna varildi. Hemolizli, lipemik ve
biliriibinli numunelerden en az etkilenen sistemin 1. CE sistemi oldugu belirlendi.
Beta bolgesinde ilerleyen monoklonal piklerin Tf izoformlar1 analizine etkisi
degerlendirildiginde HPLC sisteminin genel olarak etkilenmedigi saptandi. Buna ek
olarak, HPLC sisteminde gozlenen az sayida monoklonal pik interferansinin immiin
eksiltme islemi ile giderildigi saptandi. CDG siipheli olarak saptanan hasta
numuneleri HPLC ve 1. CE sistemlerinde uyumlu Tf izoform paternleri gosterdigi
saptand1. Tf izoformlar1 analizinde iyi bir performans elde edilebilmesi, kullanilan
yonteme oldugu kadar hasta numunesinin bilesenlerine de baglidir. Bu nedenle
yontemi interfere eden etmenler tam olarak belirlenmelidir. Kullanilan analiz
sisteminin bu degiskenlere verdigi yanit bilinirse dogru sonug elde etmek miimkiin

olacaktir.

Anahtar kelimeler: Transferrin izoform analizi, Kapiller elektroforez,
HPLC, Interferens, Monoklonal bant
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ABSTRACT

Alyakut A, Comparision of electrophoresis and liquid chromatography
in analysis of transferrin isoforms, Hacettepe University Faculty of Medicine,
Thesis in Medical Biochemistry, Ankara 2017. Transferrin (Tf) , is a serum
glycoprotein with many isoforms based on number of sialic acid residues. Changes in
Tf isoform patterns are used in diagnosis of congenital glycosylation defects. For this
purpose, isoelectric focusing (IEF) electrophoresis, high performance liquid
chromotography (HPLC) and capillary zone electrophoresis (CE) methods are used
to evaluate Tf izoforms. The study was carried out in the Hacettepe University
Hospitals Centeral Laboratory between May 2015- May 2016 with patient samples
accepted for congenital disorders of glycosylation (CDG) screening. 1.CE system
(Sebia 2 Capillarys™ Sebia, France) which is used in routine analyzes in the central
laboratory was compared with 2. CE system (Helena Biosciences V8® E-class
analyzer; Helena Biosciences Europe, UK) and HPLC sysem (CDT test kit UV/VIS-
FAST EUREKA reagent / Shimadzu Europe). Intra-day and between-days variations
were calculated and compared for each system. Systems were compared according to
Tf isoform analysis performances and various interferences (hemolysis, lipemia,
bilirubin, and beta migrating monoclonal components). When coefficient of variation
(%CV) values of three systems were compared for each isoform, lowest value for
disialo-Tf was found in HPLC system, for the other isoforms in 1.CE system. In
comparison of routine Tf isoforms analysis, totally 36 serum samples were studied
and 36 samples with 1.CE system, 29 samples with 2.CE system, 35 samples with
HPLC system were analyzed. No accordance was detected in intra-class correlation
analysis of three systems. When the three systems were compared by double pairs
intra-class correlation analysis, the most acceptable result in measurement of
threesialo-Tf measurement was found between 1.CE and 2.CE systems. According to
Bland- Altman analysis for each Tf isoforms, results were compatible for disialo-Tf
between the systems. The results for threesialo-Tf were found to be within the
acceptable limits (<%210) but negative bias was detected for increasing
concentrations in 2.CE and HPLC systems. For tetrasialo-Tf analysis, it was
observed that the difference between the systems was within the acceptable limits,
but for pentasialo-Tf analysis compatibility was impaired. Negative effect of



vii

hemoglobin (Hb) interference was observed in disialo-Tf analysis. It was concluded
that Hb levels greater than 125 mg/dL were not acceptable in transferrin isoforms
analysis. On the other hand it was determined that the system which is at minimally
effected by hemolysed, lipemic and icteric samples is 1. CE system. When the effect
of monoclonal peaks migrating in beta region was evaluated, it was observed that the
HPLC system was generally uneffected. In addition, it was determined that a small
number of monoclonal peak interferences observed in the HPLC system were
eliminated by immune-substraction process. CDG suspected patient samples showed
consistent Tf isoform patterns in HPLC and 1.CE systems. Achievement of a good
performance in Tf isoform analysis, is based on patient sample constituents as well
as the technique used. For this reason, all elements interfering with the method
should be detected. Results will be correct, if the responses of the analysis systems

are elucidated to these variables.

Key words: Transferrin isoform analysis, Capillary electrophoresis, HPLC,

Interference, Monoclonal Band
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1. GIRIS ve AMAC

Transferrin (Tf), 79,6 kDa biiyiikliigiinde, %5,5 karbohidrat igeren demir (Fe)
tastyict bir serum glikoproteinidir. Insan Tf'ni “TF geni* tarafindan kodlanmaktadir
(1). Transferrin, demiri (Fe*®) geri déniisiimlii baglayarak bagirsaktan kemik iligi,
karaciger gibi dokulara tasir. Biyolojik sivilarda serbest demir seviyesini diizenleyen
Tf, ayn1 zamanda negatif akut faz proteinidir. Temel iiretim yeri hepatositler olup,

koroid pleksustan da az miktarda sentezlenmektedir (2, 3).

Bir glikoprotein olan Tf glikozilasyonu birgok durumda degisiklik
gosterebilmektedir. Dogumsal glikozilasyon bozukluklarinda (CDG), Tf dahil bir¢ok
proteinin glikozilasyonunda bozukluk ve buna bagli ¢oklu organ sistemlerinde
disfonksiyon izlenmektedir. Glikozilasyon bozukluklari, siyalik asit kalintilarinda
izlenen farkliliklar nedeni ile olusan Tf izoformlarindaki patern degisiklikleri ile
taninabilmektedir. Gilinimiizde Tf izoformlar1 yiiksek performansli  sivi
kromatografisi (HPLC), izoelektrik odaklama elektroforezi (IEO), kapiller zon
elektroforezi (CE) veya s1vi kromatografi-kiitle spektrometri (LC-MS) yontemleri ile
degerlendirilebilmektedir. ~ Transferrin  izoformlari;  konjenital glikozilasyon
defektlerinden baska, alkol bagimliligmin izleminde, galaktozemi ve herediter
fruktoz intoleransi1 tanilarinda kullanilabilmektedir. Ayrica bir¢ok hastaligin daha
tan1 ve izleminde de kullanilabilecegi diisliniilmektedir. Transferrin izoformlarinin
belirlenmesinde, izoelektrik odaklama elektroforezi referans yontem olarak kullanilir
(4). Diger patolojik durumlarda da ayni referans metodlarin uygun olup olmadigi
tartisma konusudur ve aymi zamanda Tf izoformlarmnin analizinde kullanilan bu
yontemlerin  birbirlerine olan istiinliikleri konusunda kesin bir ayirim

bulunamamaktadir.

Bu calismada, CDG tanisinda kullanilan Tf izoformlarmin HPLC ve CE
yontemleri ile karsilastirilmasi amaglandi. Tf izoformlart iki farkli CE sistemi ve bir
HPLC sistemi ile analiz edilerek sonuglar degerlendirildi. Ayrica, Hacettepe
Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarma CDG taramasi amaciyla gelen hasta
numuneleri de bu sistemler ile analiz edildi. Her bir Tf izoformunun sistemler arasi

karsilastirmalar1 yapildi.



Calismamizda kullandigimiz analitik sistemler tibbi laboratuvarlarda
kullanilan her yontem ig¢in bilinmesi gereken giin i¢i ve giinler arasi varyasyon
acisindan karsilastirildi. Konjenital glikozilasyon bozuklugu tarama analizleri genel
olarak yenidogan ve bebeklik doneminde yapilmaktadir ve bu yas grubundaki
hastalarda kan aliminda yasanan zorluklar nedeni ile hemolizli numuneler siklikla
karsimiza ¢ikmaktadir. Yine ¢ocuk hastalarda aglik kani alinamadigindan lipemi ve
Ozellikle yenidoganlarda sik¢a Kkarsilastigimiz biliriibineminin  karsilastirilan
yontemlere olan etkileri de degerlendirildi. Serum protein elektroforezinde Tf beta
bolgesinde ilerlemektedir. Bu nedenle bir diger interferans etkeni olarak beta
bolgesinde izlenen monoklonal piklerin sistemlere etkileri de c¢alismamizda

degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Glikoproteinler

Glikoproteinler, glikanlarin proteinlere kovalent baglarla eklenmesi ile post-
translasyonel olarak olusmaktadir. Glikoproteinler, canli organizmalarda hemen tiim
biyolojik siire¢lerde gorev almaktadir. Plazma zarinin dis yiizeyi, hiicre dis1 matriks
ve kanda bulunan glikoproteinler, hiicre ic¢inde ise Golgi, salgi graniilleri ve
lizozomlar gibi 6zel organellerde yer alirlar. Glikoproteinlerdeki oligosakkarit

zincirler, diger proteinler tarafindan yiiksek 6zgiilliikte baglanma bolgeleri saglarlar

(5).

Glikoproteinler enzim, tagima proteini, reseptdr, hormon ve yapisal protein
olmak gibi ¢ok genis islev ve fonksiyona sahiptirler. Plazma zarmin dis yilizeyinde
cesitli karmasiklikta oligosakkaritlerin, kovalent olarak baglandigi diziler seklinde
birgok zar glikoproteini vardir. Bunlardan en iyi karakterize edilmis olan zar
glikoproteini eritrosit zarinda yer alan glikoforin A’dir. Okaryotik hiicreler tarafindan
salgilanan bircok protein glikoprotein yapisindadir. Albiimin haricindeki plazma
proteinleri, kan grubu proteinleri, immiinglobulinler, folikiil stimiile edici hormon,
luteinize edici hormon, tiroid stimiile edici hormon, laktalbiimin gibi bir¢ok siit
proteini, pankreas tarafindan salgilanan baz1 proteinler (riboniiklezlar) ve
lizozomlarda bulunan proteinlerin ¢ogu glikozillenmis olarak bulunur. Zar
proteinlerinden G proteini glikoprotein yapidadir. Hiicre dis1 matriks elemani olan

kollajenin agirliginin % 0,51 karbohidrattir (5).
2.2. Proteinlerin Glikozilasyonu

Glikozilasyon, en sik gorilen ve en Onemli post-translasyonel
modifikasyonlardan biri olup, enzimatik olarak bir veya daha fazla sakkaritin protein,
lipit veya organik molekiillere baglanarak glikan olusturmasi islemidir. Eklenen
karbohidrat yapilar1 hiicre ylizey reseptorleri, sinyal proteinleri, hiicre-hiicre
etkilesimini saglayan mediatorler ve polipeptitleri proteazlardan koruyan yapilar

olarak gorev almaktadirlar (6).



Glikozilasyon islemi sirasinda karbohidrat eklentideki anomerik karbon, bir
proteinin asparajil kalintisinin amid azotu ile baglandiginda N-glikozidik bag
meydana gelmektedir. Insan viicudundaki glikoproteinlerin biiyiik kismi N-
glikozidik bag ile olusmaktadir. Eger, karbohidrat eklentideki anomerik karbon, serin
ya da treonin hidroksil grubu ile baglanirsa O-glikozidik bag meydana gelmektedir
(Sekil 2.1) (5).

a) N-glikozidik bag b) O-glikozidik bag
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Sekil 2.1. Glikoproteinlerde goriilen glikozidik baglar. a) N-asetilglikozamin
terminal karbohidrat eklentisi ile asparajil kalintisindaki amid nitrojeni arasinda N-
glikozidik bag goriilmektedir. b) N-asetilgalaktozamin terminal karbohidrat eklentisi

ile serin kalintisindaki hidroksil arasinda O-glikozidik bag goriilmektedir (5, 7).

Glikoproteinlerde N-glikozilasyon biraraya gelme, sentez ve islemlenme
basamaklar1 ile olugmaktadir. ilk iki basamak sitozol ve endoplazmik retikulum
(ER)’da baglar ve devam eder. Son islemlenme basamagi ise ER ile Golgi’de

tamamlanir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. N-Glikozilasyon basamaklari: 1) ER sitozolik yiiziinde bulunan

dolikol fosfata N-asetilglikozamin (iki adet) birimlerinin N-asetilglikozamin
transferaz katalizi ile aktarimi ve ilk lipid bagl oligosakkarit sentezi. 2) Sitozolde
lipid bagl oligosakkarite mannoz (bes adet) birimlerinin mannozil transferaz katalizi
ile aktarimi. 3) Dolikole bagl oligosakkarit zincir ER membranindan flip flop
hareketi ile ER igerisine tasinmasi. 4) Dolikole bagli seker birimlerinin diger tasiyici
dolikol birimlerinden gelen mannoz (dort adet) ve glikoz (ii¢ adet) birimleri ile
birleserek uzamasi. 5-6) Dolikole bagl oligosakkarit (12-14 seker kalintis1 igeren)
biriminin oligosakkarit transferaz enzimi katalizi ile asparajin aminoasidinin amid
azotu ile birlesmesi. 7) Olusan N-glikozid bagdan dolikol pirofosfat biriminin
uzaklagtirllmas1 8) Serbest dolikolpirofosfat biriminin sitozole ge¢mesi. 9)
Dolikolpirofosfat biriminden pirofosfataz araciligiyla pirofosfatin uzaklastirilmasi.

10) Serbest dolikolfosfatin yeni oligosakkarit sentezinde tekrar kullanilmasi (5).

Proteinlerin N-glikozilasyonlar1 dort 6nemli basamak igermektedir:
i.  Tasiyict lipid dolikol fosfat sentezi,
ii.  Lipid bagh oligosakkarit ara iiriinii olusumu,
lii.  Olgunlagsmamis polipeptit iizerindeki asparajil rezidiilerine dolikolden
oligosakkarit aktarima,
iv.  ER ve Golgi'de oligosakkaritlerin modifikasyonu.
Bu siiregte ilk Once mannoz-6-fosfattan fosfomannomutaz (PMM) ve

fosfomannoizomeraz (PMI) enzimleri ile guanozin difosfomannoz (GDP-mannoz)



sentezlenir. Niikleotid sekerler, lipid bagl oligosakkarit sekerlerden olusan dolikol
pirofosfata baglanir.

Bu prekiirsor proteine 2 adet N-asetilglikozamin (GlcNac) ve bes adet
mannoz seker eklenerek ER sitozolik membranina tutunur. Ardindan bu lipide bagl
oligosakkarit onciill molekiil ER'un liiminal tarafina girerek sirasiyla dolikol-P-
mannoz/glikozdan seker birimleri eklenir (Sekil 2.2). En son asamada glikoprotein
Golgi'ye son modifikasyonlar i¢in gonderilir, oligosakkarit yan zincirlerinin sentezi
siyalik asit birimlerinin eklenmesiyle son bulur. N-glikozilasyonun islemlenme
asamasi ise ER’de glikozlarin (glikozidaz I ve II tarafindan) ve bir mannozun (o-
mannozidaz I tarafindan) uzaklastirilmasi ile baslar. Daha sonra yeniden yapilanma
GlcNac, fukoz, galaktoz, siyalik asit birimlerinin ilavesi ile sonlanir (8).
Glikosiyalotransferazlar transkripsiyonel olarak regiile edilmektedir ama sentezin
yaninda 6nemli bagka bir konu da lokalizasyonlar1 ve yikilimlaridir (ER ve Golgi'de
dinamik olarak yikilmaktadirlar). Siyalik asit birimleri 50’nin {izerinde iiyeye
sahiptir, 6 farkli seker ile bag kurabilir ve bdylece trilyonun {izerinde
kombinasyonlarla yeni molekiiller ortaya cikabilmektedir. Bir seker birimi farkli
proteinlere eklenerek fonksiyonel olarak gesitlilik saglamaktadir (9).

O-glikozilasyon ise sadece sentez asamasindan olusur. O-bagh
glikoproteinlerin oligosakkarid zincirleri, seker birimlerin 6zgiin glikoprotein
glikoziltransferazlar tarafindan katalizlenen tepkimelerle adim adim eklenmesi ile
Golgi'de gergeklesir. Glikoprotein yapisina katilan sekerlerin vericisi, niikleotid
sekerlerdir. N-bagli glikoproteinlerin sentezinin aksine 6zgiin bir dolikol pirofosfat
ve cesitli glikozidazlar sentezde yer almaz (10). Bazi glikoproteinler ileri
modifikasyonlar1 olan fukozilasyon ve fosforilasyona ugrarlar ve en son olarak da
golgiye aktarilarak bu proteinlerin aktivasyonlar1 saglanir. Sekretuvar glikoproteinler
viicut stvilarma salinirken, membran glikoproteinleri hiicre membranlarinin yapisina

katilir, lizozomal enzimler ise lizozomlar tarafindan alinir (6, 11).



2.3. Glikozilasyon ve Onemi

Glikoproteinlerin yapisindaki glikanlarin biyolojik islevleri ¢ok hiicreli
kompleks organ ve organizmalar i¢in ¢ok onemlidir. Ciinkii bu hiicrelerin birbirleri
ve hiicre dis1 matriks ile etkilesimleri bir gerekliliktir. Glikanlarin ¢ogu hiicre dis
yiizeyi ve hiicre disina salgilanan glikoproteinlerde bulunur. Dolayis ile hiicre-hiicre
ve hiicre-matriks etkilesimlerini diizenlemek veya aracilik etmek icin ¢ok uygun
yerlesimdedirler. Membrana bagli bu glikoproteinler, hiicre yiizeyinin taninmasi
(hormonlar, viriisler ve baska hiicreler tarafindan), hiicre ylizey antijenitesi (kan
grubu antijenleri gibi), hiicre dis1 matriks bilesenlerini olusturma benzeri bir¢ok
hiicresel olayda rol alirlar. Gastrointestinal ve iirogenital yollarin miisin salgis1 olarak
biyolojik koruyucu kaygan yapiy1 olustururlar (5). Seriiloplazmin ve Tf gibi tastyici
molekiiller olarak rol alirlar. Tiroid stimiile edici hormon, koryonik gonadotropin
gibi hormonlar ve alkalen fosfataz gibi bazi enzimler de glikoprotein yapidadir.
Trombositlerin yiizey membranlarindaki 6zgiin glikoproteinler ise hemostazda rol
oynarlar. Ayrica embriyonik gelisim, normal doku organizasyonu, tiimor metastazi

ve hiicrelerin hiicre dis1 molekiiller ile etkilesimlerinde de rol almaktadirlar (12, 13).
2.4.  Protein Glikozilasyon Bozukluklar:

Glikoproteinlerin glikan kisimlarinin fonksiyonlarin1 anlayabilmek icin
bircok c¢alisma yapilmis, glikanlarin yapisal farkliligi  gosterilmistir  (14).
Glikoproteinlerdeki karbohidrat zincirde bozukluklarin saptandigi hastaliklar i¢inde
konjenital glikozilasyon bozukluklari (CDG) (8, 15), inflamasyon, otoimmiin
hastaliklar, kanser, gebelik, karaciger hastalig1 (14), galaktozemi (16), sepsis (17),
kronik alkol alim1 (18, 19) ve anoreksiya nervoza gibi katabolik durumla seyreden
hastaliklar (20) sayilabilir.

2.4.1. Konjenital Glikozilasyon Defektleri

Bu hastalik grubu onceleri "Karbohidrat eksik glikoprotein sendromu" olarak
adlandirilirken, daha sonra "Konjenital glikozilasyon bozukluklar1" (Congenital
disorders of glycosylation; CDG) olarak isimlendirilmistir (11). Glikoproteinler,

glikolipidler ve glikofosfatidilinozitollerin glikozilasyonunda goérevli enzimleri



kodlayan genlerdeki mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikan dogumsal metabolik
hastaliklar “CDG” olarak tanimlanir. Glikozilasyon bozuklugu c¢ogunlukla N-
glikozilasyon isleminde olmakla birlikte, O-glikozilasyon, glikolipid ve
glikofosfatidil inozitollerin glikozilasyon bozuklugu ve multipl glikozilasyon
bozukluklari olmak tizere dort ana gruba ayrilir (21, 22). Glikozilasyon isleminin pek
cok basamaginda gorevli enzimlerdeki bozukluklar hastaligin alt tiplerini
olusturmaktadir (Tablo 2.1., Sekil 2.3.) En son yayimlanan 2014 verilerine gore 50
farkli N-glikozilasyon defekti saptanmistir (23).

Glikozilasyon igleminin pek ¢ok basamaginda goriilen bozukluklar hastaligin
alt tiplerini olusturmaktadir. Bunlar; sitoplazmada seker rezidiilerinin aktivasyon
veya transportundaki defekt, dolikol sentezi veya dolikol bagl glikan sentezindeki
kusur, ER aracili glikan sentezinde veya kompartmanlar arasindaki hareketteki
bozukluk, Golgideki transport ve sekresyon basamaklarindaki bozukluklar, glikoz
sinyalizasyonunda, glikozun proteine aktariminda, glikoproteinlerin hareketleri ve
islenme basamaklarindaki bozukluklar (24-26).

Bu hastalik grubu, tim organ ve dokularda hastadan hastaya degisen
seviyelerde farkli kliniklerle ortaya ¢ikabilmektedir (27). Beyin gelisimi ve islevleri
basta olmak iizere sinir sistemi, gastrointestinal ve immdiin sistem etkilenmektedir. O-
glikozilasyon bozukluklari, N-glikozilasyon bozukluklarindan farkli olarak organ ve
dokuya 6zgii klinik bulgularla a¢iga ¢ikmaktadir (28).

Hastalik enzim eksikligi lokalizasyonuna gore tip 1 ve 2 olmak flizere iki
gruba ayrilmaktadir. CDG-l oligosakkaritin birlesme ve proteine eklenme
asamasinda (sitozol, ER ve Golgi), CDG-II ise islemlenme basamaklarindaki (ER ve
Golgi) bozukluk nedeniyle olusmaktadir (15). Simdiye kadar tanimlanan 16 CDG alt
tipinin 12 tanesinde esas olarak N-glikozilasyon, 4 tanesinde ise O-glikozilasyon
bozukluklugu goriilmiistiir. N-glikozilasyon asamasinda 42 farkli enzim eksikligi
tamimlanmistir. N-Glikozilasyon defektlerinden sekizi (CDG-la-h) birlesme ve dordii
(CDG-lla-d) islemlenme basamaklarindaki bozukluklardan kaynaklanmaktadir. En
stk goriilen tip PMM-2 eksikligine bagh sitozolik defekt CDG-la (yeni
isimlendirmeye gére PMM-2-CDG)’dur. Ikinci siklikta ise ER’da glikozil transferaz-1
eksikligi nedeniyle ortaya ¢ikan ALG6-CDG goriilmektedir. Tedavi edilebilen (oral
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Sekil 2.3. N-glikozilasyon ve konjenital glikozilasyon bozukluklari. CDG-Ib;
konjenital glikozilasyon defekti tip 1b, CDG-la; konjenital glikozilasyon defekti tip
la, ER; endoplazmik retikulum. (7)

mannoz tedavisi ile) tek tip ise saf hepatik ve intestinal tutulumla giden sitozolik
fosfomanno-izomeraz (PMI) eksikligine bagh gelisen CDG-Ib (MPI-CDG)’dir (29).
CDG-la mannoz-6-P’1 mannoz-1-P’a doniistiren PMM enzim eksikligi
nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (30). CDG-la alt-tipine ait tanimlanmig 75’in iizerinde
gende mutasyon tanimlanmistir. En sik goriilen mutasyon olan R141H %40°dan fazla
CDG-la alt-tipinde tanimlanmustir (31, 32). Hastalar siklikla neonatal veya erken
infantil periyotta tipik klinik bulgular olan ayrik meme basi, sasilik, miskiler
hipotoni, biiylime gelisme geriligi, artmis transaminaz diizeyleri ile tan1 almaktadir
(29, 33). Bir diger sik goriilen belirti serebellar hipoplazidir. Hastaligin yaklagik
%20'yi bulan mortalite nedeni ciddi enfeksiyon ve organ yetmezlikleridir (24, 34).

Ileri yaslarda mental retardasyon, serebellar disfonksiyon, pigmenter retinopati,
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Tablo 2.1. Konjenital glikozilasyon bozukluklarinin alt gruplari (35).

Tip Gen Genetik Eksik olan enzim One cikan semptomlar
Lokasyon

la PMM1, 2 16p13.3-p13.2 Fosfomannomutaz Dismorfizim, hipotoni, serebellar
hipoplazi

Ib MPI 15922-qter Fosfomanno izomeraz Hepatik fibrozis, enteropati,
koagiilopati

lc ALG6 1p22.3 Glukoziltransferaz | CDG Ia'nin 1limh formu

Id ALG3 3927 Mannoziltransferaz VI CDG Ia'nin siddetli formu

le DPM1 20q13.13 Dolikol-P-Man sentaz | CDG la'ya benzer, kortikal korliik,
mikrosefali

I f MPDU1  17p13.1-pl12 Dolikol-P-Man | CDG la'ya benzer, iktiyozis

lg ALG12 Chr.22 Mannoziltransferaz VIII Genel CDG Ia semptomlar, diisiik IgG
diizeyi

lh ALGS8 11pter-p15.5 Glukoziltransferaz 11 CDG Ib benzeri semptomlar

li ALG2 9922 a-1,3 Mannoziltransferaz CDG Ia'nin tipik semptomlart

lj DPAGT1 11g23.3 Dolikol-P-N-NAcGlc-1-P- CDG la benzeri semptomlar

transferaz

I k ALG1 16p13.3 Mannoziltransferaz | Genel CDG Ia semptomlari, diisiik B
lenfosit ve IgG diizeyi

1 ALG9 11923 a-1,2 Mannoziltransferaz Mikrosefali, hipotoni, ndbetler,
hepatomegali

Ila MGAT2 14921 N-Asetil- Gelisim geriligi, dismorfizm, nobetler

glukozaminiltransferaz |1

Ilb GCS1 2p13-p12 Glukozidaz | Dismorfizim, hipotoni, ndbetler,
hepatik fibrozis

Ilc FUCT1 11p11.2 GDP-fukoz transporter Tekrarlayan enfeksiyonlar,gelisim
gerilig, hipotoni

Ild P4GALT1 9p13 B-1,4-Galakoziltransferaz | Miyopati,Dandy-Walker
malformasyonu,koagiilopati

Ille COG7 16p COG7 Dismorfizm, hipotoni, tekrarlayan
enfeksiyonlar

Inf CMP CMP-siyalik asit transporter Trombositopeni, norolojik higbir

semptom goriilmez.

periferal néropati gibi sinir sisteminde degisen derecelerde bozukluklar, ilerleyen

donemlerde hipertrofik kardiyomyopati gelisebilmektedir (8, 32, 36). Enfeksiyonlar

sirasinda ortaya ¢ikan ates, hiicrelerde PMM aktivitesini azaltarak epileptik nobet ve
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geri dontlisiimlii inme benzeri ataklara neden olabilmektedir. Erigkin yas kadinlarda
hipergonadotropik hipogonadizm goriilebilmektedir (36, 37). Tipik Klinik
goriiniimler digsinda, bagvuran hasta sayisi da fazladir ve bircogu normale yakin
mental aktiviteye sahiptir (32, 38).

Yeni isimlendirmeye gére CDG-MPI, CDG-Ib endojen mannoz-6-P iiretimini
saglayan fosfomanno-izomeraz eksikligi nedeniyle ortaya c¢ikmaktadir. Mental ve
motor gelisim CDG-Ia’nin aksine normaldir (39, 40). En o6ne ¢ikan semptomu
siklikla hayatin ilk yilinda baslayan kronik diare ve siklik kusmalardir (37). Biiylime
gelisme geriligi ve protein kaybettiren enteropati ortaya g¢ikabilir (40). Duedonal
biyopside saptanan parsiyel villus atrofisi, ¢olyak hastaligin1 diisindiirebilmektedir
(37, 40). Siklikla hipoglisemi ve bazi hastalarda konjenital hepatik fibrozis de
goriilebilmeketedir (41). Hipoalbiiminemi, yiiksek aminotransferazlar ve diisiik
antitrombin-111 (ATIII) aktivitesi, trombotik epizodlar ve ciddi kanamalar bulgular
arasindadir (40).

Bircok proteinin fonksiyonunda glikozilasyonun 6neminden dolayr CDG
hastalarinda biyokimyasal testlerde degisimler goriiliir. Glikozilasyon islemindeki
bozukluk sonucunda alfa-1-antitripsin (aAT), tiroksin baglayici globulin (TBG) ve
Tf gibi glikoproteinlerin elektroforetik patern degisikligi goriilmektedir. Ayrica,
CDG-Ia; anormal karaciger fonksiyon testleri, proteiniiri ile beraber diisiik plazma
kolesterol ve kolinesteraz aktivitesi, hipoalbiiminemi, insiilin eksikligi nedeniyle
hipoglisemi, yiiksek aminotransferaz aktivitesi gosterebilmektedir. CDG-Ib’de
aminotransferaz aktivitesinde degisimler olmaktadir. CDG-II i¢in ise artmig AST ve
normal ALT diizeyleri tipiktir. Birgok pihtilasma faktorii ve onlarin inhibitorleri (FV,
X1, 1, X, ATII, Protein C/S, heparin kofaktér II) icin de gecerlidir. Tiroid
hormonlari (T3, T4, rT3) siklikla normalin altindadir. Bu glikoproteinlerin seviyeleri
zamanla artar ve sabitlenir CDG-Ia’da amniyotik sivida artmis B-hekzozaminidaz

aktivitesi belirte¢ olarak kullanilabilir (42).
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2.4.2. Diger Glikozilasyon Bozukluklari
Galaktozemi

Yenidogan tarama analizlerinden galaktozemi taramasinda Guthrie kagidina
alinan topuk kani1 6rneginde galaktoz ve galaktoz-1-fosfat ve/veya galaktoz-1-fosfat
tiridil transferaz (GALT) enzim aktivitesi analizi yapilir (43). Bu hastaliklarin
tanisinda gecikme agir sekellere ve Oliime yol agabileceginden erken tani ¢ok
onemlidir. Tedavi edilmemis galaktozemili hastalarda transferrin  IEO
elektroforezinde patern degisikligi saptanmustir (44, 45). Bu patern degisikligi ile
birlikte zeka geriligi, hipergonadotropik hipogonadizm, karaciger hastaliklar1 gibi
benzer semptomlar CDG tip 1'e benzerlik gostermektedir (46). Bu durumun altinda
yatan mekanizma heniiz ¢6ziilmemekle birlikte galaktozeminin; N-glikozilasyonun
birgok basamaginda defekt sonucu olusan sekonder bir CDG oldugu
diistiniilmektedir (44). Bunun yaninda hastalarda galaktozdan fakir diyetle beslenme
sonucunda patern degisikligi de normale donmektedir. CDG tip 1 hastalar ile
galaktozemili hastalar1 birbirinden ayirt edebilmek icin total karbohidrat eksik
transferrin (CDT) diizeyleri yardimci olabilmektedir. Galaktozemi hastalarinda CDT
diizeyleri CDG tip 1 hastalarina gére daha diistiktiir (46).

Sepsis

Sepsis ve septik sok yogun bakim iinitelerinde %50 -30 goriilme orani ile
onemli O6lim nedenleri arasinda yer almaktadir (47). Sepsisin patofizyolojisinde
inflamasyonun akut fazinda bir¢ok proteinin asir1 iretimi ve sekresyonu yer
almaktadir (48). inflamasyon demir metabolizmas: ile iliskilidir. Bunun yani sira Tf
negatif akut faz proteinidir. Sepsisli hastalarin eritrositlerinin, membran siyalik asit
igeriklerinin azaldig1 gdosterilmistir. Eritrosit membranindaki siyalik asit negatif
yiiklii oldugundan eritrositlerin birbirini itmesini saglar ve agregasyonu engeller.
Sepsisli hastalarda ise membran siyalik asit iceriginin azalmasina bagli eritrosit
sedimentasyonunun arttigi, ve esneklik yeteneklerinin azaldigir gosterilmistir (49).
Sepsisli hastalarda kapiller zon -elektroforez (CE) yontemi ile bakilan CDT
diizeylerinin artmis oldugu gosterilmistir (17). Baska bir ¢alismada ise sepsiste

Tfnin hizli desiyalizasyonu gozlenmistir. Bu durumun siyalik asidi pargalayan
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enzim olan noéraminidaz aktivitesi ya da iretiminin artist veya tetrasiyalo-Tf ile
disiyalo-Tf'nin plazmaya salinim hizlarinin farkli olusuna bagli olabilecegi ileri
strilmistir (17). Hastaligin patofizyolojisiyle olan baglantilar ve yapilan
caligmalarla ortaya ¢ikan sonuglar hastaligin takibinde bu parametrelerin degerli

oldugunu gostermektedir.
Herediter Fruktoz intoleransi

Herediter fruktoz intoleransmin (HFI) rutin laboratuvar testleri ile
yakalanmasi ¢ok giictiir. HFI icin, Aldolaz B gen mutasyon taramasi giivenilir bir
tan1 yontemi olsa da duyarliliginin ¢ok iyi olmamasi, testin pahali olmasi ve sadece
bu mutasyonu tasiyanlari saptayabilmesi eksik yonleridir (16). Kesin tani igin
karacigerde Aldolaz B enzim aktivitesinin 6l¢timii gerekir (49). Tedavi edilmemis
HFI hastalarinda yapilan ¢aligmalarda CDT diizeylerinin artmis oldugu ve tedavi ile
bu seviyelerin diistiigii gosterilmistir (16). Bu nedenle, HFI tarama ve tam

analizlerine ek olarak ve hastaligin takibinde Tf izoform analizi umut vericidir.
Otoimmiin Hastalhiklar

Akut ve kronik inflamatuvar bir¢ok hastalikta glikoproteinlerin
glikozilasyonunda degisiklik oldugu gosterilmistir (50). Romatoid artrit de kronik
inflamasyonla seyreden bir durumdur. Bu inflamasyonun sorumlusu olarak da
dolagimdaki immiinglobulin G (IgG) molekiillerinin bozulmus glikozilasyonu teorisi
tizerinde durulmaktadir. IgG’ nin Fc bolgesi galaktozdan yoksun kalir ve GlcNAc ile
sonlanir. Mannoz baglayic1 protein (MBP), karaciger hiicreleri tarafindan sentez
edilerek dolagima salinan bir C-lektin olup mannoz, GIcNAc ve diger baz1 sekerleri
baglar. Dolayisiyla agalaktozil IgG molekiillerini de baglayabilir ve bu molekiiller
daha sonra kompleman sistemini aktive ederek eklemlerin  sinovyal
membranlarindaki kronik inflamasyona katkida bulunurlar (10). Romatoid artrit ve
sistemik sklerozis hastalarinin takibinde CRP ile %CDT’nin korele olduklari,
hastalik aktivite degerlendirme sistemi DAS28 skoru ile %CDT’nin kuvvetli iligkisi
gozlenmistir (51). Baska bir ¢alismada ise erkeklerde yiiksek CDT diizeylerinin,
artmis romatoid artrit riski ile birliktelik gosterdigi kanitlanmistir (50). Daha 6nce

yapilan ¢alismalarda ise romatoid artritli hastalarda, yiiksek sayida siyalik asit igeren
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Tf izoformlarinin artis1 ve buna bagli CDT nin diisiisii gosterilse de bunun nedeni

aciklanamamustir (52, 53).
Anoreksiya Nervoza

Katabolik durumla seyreden hastaliklarda da protein glikozilasyonunun
etkilendigine dair c¢aligmalar mevcuttur. Katabolik durumlarda olusan keton
cisimlerinden biri asetoasetattir. Alkol metabolizma iiriinii olan asetaldehite yapisal
benzerligi nedeniyle asetoasetatin glikozil transferazlar1 inhibe ederek bu
hastaliklarda CDT artisina neden oldugu diistiniilmektedir Farkli etiyolojilere bagl
katabolik siirece girmis hastalarda, serum CDT diizeylerinin yiiksek oldugu ve
CDT’nin bu hasta grubunda alkol alimini degerlendirmek igin uygun bir belirteg
olmadig1 gosterilmistir (54). Baska bir ¢alismada da anoreksiyali hastalarda CDT
artisinin hastaligin prognoz ve ciddiyetiyle iliskili olabilecegi gosterilmistir (20).
Baska bir ¢alismada ise anoreksiya’da aslinda CDT artisinin olmadigi, bu hatali
yiiksekligin 6zgiilligii ve duyarliligr diisiik yotemlerle calismanin bir sonucu oldugu

One stirilmistiir (55).
Kanser

Kanser hiicrelerinin yiizeylerindeki glikoprotein ve diger glikokonjugatlarin
yapisindaki degisimlerin metastaz siirecinde rol oynadigi diisiiniilmektedir (10).
Hepatoseliiler kanserli hastalarda serum CDT diizeyinin alkolizm tanist1 koyma
glictinlin distiigii gosterilmistir (56). Kanser hastalarinda yapilan bir baska ¢alismada
trisiyalo-Tfnin arttigi saptanmig ve bu artig trisiyalo-Tf ile birlikte go¢ eden
olasilikla sakkarit yapida baska bir maddenin varligina baglanmistir (57).

Kronik Alkol Kullanimi

Kronik alkol kullanimi; haftada en az bir defa 50-80 g/giin alkol tiiketimi
olarak tamimlanan, psikiyatrik, norolojik ve somatik bir¢ok komplikasyonu olan
patolojik bir bagimliliktir. Alkoliin fazla tiiketilmesine bagli olarak Tf izoformlarimin
CDT’yi olusturacak sekilde arttig1 gosterilmistir (58). Bu artis dl¢iilii alkol aliminda
ilimli diizeydeyken, asir1 alkol aliminda ¢ok yiiksek seviyelere ¢ikabilir (59). Yogun
alkol kullanimi1 dénemlerinde Tf icindeki karbohidrat igerigi (siyalik asit, galaktoz,
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N-asetilglukozamin) diismektedir (19). Nedeni tam anlagilamamakla birlikte alkol
nedeniyle birgok glikoproteinin karacigerdeki sentez, glikozilasyon, eliminasyon,
yikim gibi bir¢ok metabolik siirecindeki etkilenmeye bagli ortaya c¢iktig
diisiiniilmektedir. Etanol ve/veya onun metaboliti olan asetaldehitin, Golgide N-
glikan zinciri sentezini ve enzim aktivitesi etkiledigi, glikoziltransferaz enzimini

inhibe ederek bu siirece aracilik ettigi deneysel ¢aligsmalarla gosterilmistir (60).

Son yillarda, CDT alkol kullanimini1 gésteren énemli bir belirleyici olmustur
(19). Bunun nedeni y-glutamiltransferaz, aspartat aminotransferaz (AST), glutamat
dehidrogenaz gibi diger belirteclerin sadece belli bir organdaki hastalig1 gdstermeleri
ve Ozgillik/duyarliliklarinin diisiik olmasidir (58). CDT ise kronik alkol alimini
degerlendirmede kullanilan en 6zgiil laboratuvar belirtecidir (61). Ortalama yari
omrii 14-17 giindiir (62, 63). Numunelerin bakteriler veya viriislerle kontaminasyonu
sonucu Tf’nin néraminidaz enzimi ile yikim1 yanlis pozitif CDT yiiksekligine neden

olmaktadir (64). CDT nin diurnal varyasyonu oldukga azdir (65, 66).

Uluslararas1 klinik kimya federasyonu (IFCC) calisma grubu tarafindan CDT
Olglimiinde referans metod HPLC olarak belirlenmistir (67-69). Demir yiiklenmesi
CDT duyarliligini, eksikligi ise 0zgiilliigiinii azaltabilmektedir. Hemakromatozis
hastalarinda demir birikimi nedeni ile CDT diizeyleri artmis olarak saptanmaktadir
(70-72). CDT diizeyleri alkolik ve alkolik olmayan karaciger hastaliklarinda
farkliliklar gostermektedir. Primer biliyer siroz, kronik aktif hepatit, kriptojenik
siroz, kronik persistan hepatit ve hemakromatozis gibi alkolik olmayan karaciger
hastaliklarinda CDT diizeyleri yiiksek saptanmaktadir (73). Tedavi edilmemis
galaktozemide, ¢Olyak hastalarinda, postmenapozal oOstrojen kullaniminda ve
hamilelikte de artmis CDT diizeyleri bildirilmistir (16, 46, 74-77). Toplumda sik
goriilen hipertansiyon, astim, bronsit, diabetes mellitus, lipid metabolizma
bozukluklari, anjina pectoris, depresyon ve gastrointestinal sistem hastaliklarina
bagli siklikla kullanilan ilaglarin CDT diizeylerine etkisi olmadigi gériilmiistiir (78).
Ayrica premenepozal donem ve bupropion kullanimi da CDT diizeylerinin artma
nedenleri arasindadir. Bunun yaninda anjiyotensin II reseptor blokerleri ve trisiklik
antidepresanlar gibi ilaglar diisik CDT diizeyleri ile iliskili bulunmustur (79). Bu

durumlar g6z Onilinde bulundurularak CDT Olglimii  yapilmasi hastalarin
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bagimhiliklarinin saptanmasinda yanlis pozitif veya negatif sonuclarin Oniine

gecmeyi saglar.

2.5. Glikozilasyonun Degerlendirmesinde Transferrin

2.5.1. Transferrin Yapisi ve Ozellikleri

Transferrin (Tf) 79.6 kDa agirhginda ve demir (Fe*®) igin temel tasiyict molekiildir.
Tf polipeptid zincirinin, iki N-glikan ve iki Fe*® baglama bolgesi olmak iizere ii¢ ayr1
yapisal boliimii vardir. Tek bir polipeptid zincir 679 aminoasitten olusmaktadir. Her
Tf molekiilii biri N terminal digeri ise C terminal béliimde olmak tizere 2 adet Fe?*
baglama bélgesi bulundurur. Icerdigi yaklasik %5.5 oranindaki karbohidrat yapida
iki adet N-bagli kompleks glikan igermektedir (Sekil 2.4) (80-82). Bu yapi, farkli
patolojik durumlarda belirgin degiskenlikler gostermektedir (80, 83)

Karacigerde apo-transferrin (Apo-Tf) olarak sentezlenen glikoprotein iki adet
demir iyonu baglayinca Tf olarak adlandirilir. Yar1 dmrii 8-10 giin olup, plazma
diizeyleri viicutta bulunan demir ile diizenlenir. Dolasimdaki Tf miktar1 saglikli
bireylerde 250-425 mg/dL arasinda degiskenlik gostermektedir Tfnin yaklagik
%30'u demir ile doygundur. Demir eksikligi olan bireylerde Tfnin demir
doygunlugu azalirken, hemakromatozis gibi viicutta demir fazlalig1 goriilen
durumlarda Tf doygunlugu artmaktadir. Organizmanin demir yiikiine gore; demir
icermeyen Apo-Tf formunda veya bir ya da iki Fe*" yiiklii olarak bulunabilir. Tf nin
doygunluk durumuna goére molekiiliin her Fe* baglamasiyla izoelektrik noktasi 2.2

birim pH azalmaktadir (80).
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8 Siyalik asit

X Galakoz

) N-asetilglikozamin
P Mannoz

ASN Asparajin

ND Amino ug domain
CD Karboksil ug domain
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Sekil 2.4. Transferrin molekiil yapist: A) Transferrin molekiiliiniin amino (N)

ve karboksi (C) u¢ domainleri ve igerdikleri Fe**; B) Polipeptit zincir, iki bagimsiz
metal iyon baglama bolgesi ve iki adet kompleks N-bagli glikan zincirden olusan Tf
sematik yapis1 goriilmektedir. Metal baglama bolgelerinden biri N-terminalde, digeri

C-terminalde bulunur. [Kaynak (82, 84, 85)'dan degistirilerek alinmustir.]

Transferrin  molekiilii iizerinde N-glikan zincir degisik dallanmalar
yapabilmektedir. Her ug bir adet siyalik asit molekiilii ile sonlanir. Her bir N-glikan
zincir ucunda birer siyalik asit bulunur. Demir baglama bolgeleri Fe™ ile
baglandiginda molekiil net yiikiinii bu siyalik asit gruplar1 belirler. Hi¢ N-glikan ug
icermeyen asiyalo-Tf formundan, oktasiyalo-Tf forma kadar farkli Tf izoformlari
serumda degisen oranlarda bulunabilmektedir (Sekil 2.4). Transferrin molekiiliiniin
izoelektrik noktast (pl) her bir siyalik asit eklentisi ile yaklasik 0.1 pH iinitesi
azalir.(18, 80)
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2.5.2. Transferrin izoformlari

Molekiiliin iki N-glikan zinciri farkli derecelerde dallanmalar yapabilmekte
ve iki, li¢ veya dort dala ayrilabilmekte ve herbiri negatif yiiklii siyalik asit molekiilii
ile sonlanabilmektedir (Sekil 2.5). Boylece Tf molekiiliiniin farkli izoformlar1 olan
asiyalo, monosiyalo Tf’den oktasiyalo izoformuna kadar degisik formlari
goriilebilmektedir. Tf molekiiliine bagl her siyalik asit par¢as1 molekiiliin izoelektrik
noktasini 0.1 pH birimi azaltmaktadir. Tf izoformlarinin referans degerleri Tablo
2.2'de belirtildigi gibidir. Saglikli bireylerde asiyalo-, monosiyalo- ve oktasiyalo-Tf

saptanmamaktadir.

Normal CDG-l CDG-II

Pentasiyalo-Tf
/ < ) P _ <

Tetrasiyalo-TT —

i @ ; <
- —— Trisiyalo-Tf e / hag
. L - - /I'—'l
" Disiyalo-Tf ¢ 9 VAR A ) BN)
ot [ 1 ( ]

‘\\\“x Monosiyalo-Tf ¢

Asiyalo-TfT —

Sekil 2.5 Normal transferrin paterni ve konjenital glikozilasyon bozuklugunda
transferrin izoformlari. Normal Tf iizerindeki oligosakkaritler en fazla tetrasiyalo-Tf
olarak bulunur (1); CDG hastalarinda bu normal patern degismektedir: CDG-I"de
disiyalo-Tf ve asiyalo-Tf artar (2), CDG-II’de asiyalo-, monosiyalo-, disiyalo- ve
trisiyalo- Tf fraksiyonlarinin tiimiinde artis goriiliir (3). Tf izoformlarinin yapisal

cizimleri sagda verilmistir.(86)

[k kez 1976 yilinda Stibler ve Kjellin tarafindan, alkol bagimlilarinin &nce
BOS daha sonra serumlarinda belirlenen glikan zincirlerinden bir veya ikisinin
birden olmamasi ile karakterize, izoelektrik noktalar1 5.7°den biiyiik asiyalo-,

monosiyalo- ve disiyalo Tf izoformlarinin toplamina "karbohidrat eksik transferrin
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(CDT)" ad1 verilmistir (58, 87, 88). CDT'nin fizyolojik rolii heniiz tam bilinmemekle
birlikte, hiicre i¢i migrasyon ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. kronik alkol
tikketimine bagh olarak degisim gosterdigi bilinen karbohidrat (siyalik asit, galaktoz,
N-asetilglukozamin) oranmi diisiik Tf izoformlarim1 gdstermesi nedeni ile klinikte
kullanim1 yaygindir. Kronik alkol tiiketimi yan1 sira CDT diizeyleri, cinsiyet, yas,
sigara kullanimi, obezite, serum demiri ve insiilini gibi bir¢ok faktérden normal

siirlar1 asmayan oranlarda etkilenebilmektedir (54).
2.5.3. Transferrin Varyantlar

Transferrinin polipeptit zincirindeki aminoasitlerin degisimi ile en az 38
genetik varyant bilinmektedir. (83). Bunlardan sadece dordiiniin goriilme sikligi
%1°dir. Iglerinde en dnemlisi beyaz irkta en gok goriilen Tf-C (Caucasians) varyant:
olan Tf-C1 olup, prevalansi % 95°tir. Giliniimiize kadar bu varyantin 16 alt-tipi
tanimlanmistir. Diger varyantlar olan Tf-B (“busy”) ve Tf-D varyantlar1 Tf izoform
analizlerinde hiposiyale Tf i¢in interferansa neden olan varyantlardir. Non-CDT Tf-
D ile CDT Tf-C’nin izoelektrik noktalar1 benzer oldugundan Tf-CD heterozigot olan
bireylerde normal miktarlarda alkol tiiketimine ragmen yanlis pozitif sonuglar
goriilmektedir (58, 89). Tf-D varyantinin izoelektrik noktasindan dolayr Tf izoform
analizinde hiposiyale-Tf izoformlarinda yanlis sonuglara neden oldugu bildirilmistir.
Ayrica, Tf-B’nin, Tf-C izoelektrik noktasini etkileyerek elektroforetik mobilitesinin
artigina neden oldugu gosterilmistir (4). Tf-CB heterozigot ve kronik alkol kullaninmi
olan bireylerde, Tf-C varyantinin CDT olmayan izoformlar1 ile Tf-B’nin CDT
izoformlar1 birlikte yanlis negatif sonuclara neden olmaktadir. Bu nedenlerle, Tf
izoform  analizlerinde  varyantlar g6z  Oniinde  bulundurularak  hatal
degerlendirmelerin Oniine gecilmelidir. Kullanilan ydntemlerin bu varyantlardan

etkilenme durumlari iyi bilinmelidir.
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2.5.4. Konjenital Glikozilasyon Bozukluklarinin Tanisinda Transferrin

CDG tanisinda ilk asamada genellikle elektroforez yontemi kullanilarak Tf
izoform analizi ile saglikli durum ile tip 1 ve tip 2 olmak iizere iki farkh

elektroforetik patern birbirlerinden ayirdedilmeye ¢aligilir (Sekil 2.5).

Serum TT izoform analizi
I
\ v
Normal Anormal
¥ |
) [ }
Apo-CHI analizi ,
Varyant protein veya
| DG artefakt
v v |
Normal Anormal l ,L
J’ Tlp I Patern Tlp II Patern
Mutasyon analizi l 1 v
v Glikan yap1
Primer Sekonder? analizi
\%
Enzim analizi HFI Enzimatik testler,
(PMM, PMT) Galaktozemi Mutasyon analizi
Alkol suistimali
v v
Defektif Normal
' \%
LLO analizi
PMM, PMI i¢in v
mutasyon analizi Enzimatik testler,
Mutasyon analizi

Sekil 2.6. CDG tanisi igin Onerilen tanisal algoritma. PMM: Fosfomannoz

mutaz; PMI: fosfomannoz izomeraz, LLO: lipid —bagl oligosakkarit (90, 91).

CDG-I hastalarinda goriilen tip 1 patern, disiyalo- ve asiyalo-Tf bandlarinin
artigi,  tetrasiyalo-Tf  bandinin  distkligi  ile  karakterizedir.  CDG-II
hastalarindagoriilen tip 2 patern ise trisiyalo- ve monosiyalo-Tf bandlarinin artisi ile
karakterizedir (8, 92, 93). Bu tiplendirme ile defektin yeri hakkinda da bilgi sahibi
olunur. Tip 1 patern sitoplazmik ve ER kaynakli, tip 2 patern ise Golgi kaynakli
hasarlarda goriiliir. Bu saptamalar ile tanisal planlamalar, enzim defektinin

belirlenmesi  tahmini ve iligkili kompartmanlarin  belirlenmesi  kolaylik
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kazanmaktadir. Elektroforez yontemi ile yapilan bu analiz ile taranan bireylerde olasi
hastalik siiphesinde fibroblast veya 10kosit kiiltiirlerinde enzim aktivitesi
arastirtlmakta, CDG’nin alt tiplerinin tanisinin konabilmesi i¢in ise mutasyon
analizleri gibi ileri tan1 yOntemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Sekil 2.6) (92).
Gilinlimiizde ileri teknoloji yeni jenerasyon sekanslama ve tandem kiitle spektroskopi
yontemleri ile tani1 konulan hastalarin sayis1 artmaktadir. Kiitle teknolojisi ile
serumdan N-glikanlar izole edilebilir ve bu N-glikanlardan da defektif olanlar
ayristirilarak gercek biyokimyasal bozukluk hakkinda bilgi sahibi olunup ve hastalik
tiplendirmesi yapilabilmektedir (25, 93-95)

2.6. Transferrin izoformlarimin Analiz Yontemleri

Stibler tarafindan 1976 yilinda CDT ilk kez tanimlandiktan sonra analiz
amaciyla  bircok yontem  bildirilmistir.  Giinlimiizde, Tf izoformlarinin
belirlenmesinde  genellikle  kromatografi  veya  elektroforez  yontemleri
kullanilmaktadir. Gelismekte olan teknoloji ile kiitle spektroskopik analizler de
kullanilmaya baslanmistir. Elektroforez ve kromatografi yontemleri yayginlasmadan
once immiin yontem ile Tf izoformlarma c¢ok da spesifik olmayan antikorlar
aracilifiyla analiz yapilabilmekte iken glinimiizde bu teknolojilerin gelismesiyle
herbir izoformun spesifik bir sekilde belirlenmesi miimkiin olmaktadir. izoelektrik
odaklama ve kapiller elektroforez yontemleri ile anyon degistirici kromatografi bu
amagla basarili  sekilde kullanilabilmektedir. Kromatografik  yoOntemlerle
kiyaslandiginda elektroforetik yontemler daha yiiksek ozgiillige ve duyarliliga
sahiptirler (42). Bu yontemlerin disinda daha duyarli ve 6zgiil bir yontem olan kiitle
spektrometrinin farkl tipleri olan Matriks-Destekli Lazer Dezorbsiyon Iyonizasyon
Kiitle Spektrometri (MALDI-MS), Yiizey-Zenginlestirilmis Lazer Dezorbsiyon
Iyonizasyon Kiitle Spektrometri (SELDI-MS) ve Elektrosprey Iyonizasyon- Kiitle
Spektrometri (ESI-MS) de kullanilmaya baglanmistir (42, 96).

2.6.1. izoelektrik Odaklama Elektroforezi

Izoelektrik odaklama (IEO) elektroforezi proteinler, enzimler ve peptidler
gibi molekiillerin net yliik ve ¢ boyutlu yapilarina goére birbirlerinden

ayristirilmasinda kullanilir. Proteinler, izoelektrik noktalarimin altindaki pH’da
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pozitif yiiklenerek negatif yiiklii elektroda (katoda) ve izoelektrik noktalarinin
istlindeki pH’larda ise proton kaybederek negatif yiliklenerek pozitif yiiklii elektroda
(anoda) dogru gog eder (97). Proteinler IEO elektroforezinde, uygun pH gradiyenti
icinde kendi izoelektrik noktalarina (pI) ulasincaya kadar hareketlerini siirdiiriirler.
Izoelektrik noktalarina geldiklerinde ise net yiik sifirlandig1 icin hareketleri durarak
burada keskin birer bant olustururlar. Iki proteinin IEO elektroforezi ile
ayrilabilmeleri i¢in izoelektrik noktalar1 arasinda en az 0.02 pH {initesi fark olmasi
gerekir (98). IEO elektroforezinde, protein gogiinii saglayan temel kosul ortamim pH
gradiyentidir; yliksek ayrisma ve keskin bantlar i¢in dar bir pH aralig1 olan ortam ve

yiiksek elektriksel alan giiclinlin olmasi gereklidir.

Tf izoformlarinmn analizinde ilk kullanilan ydéntem IEO olup ilk defa 1978
yilinda  Stibler  tarafindan  uygulanmistir ~ (87).  Kantitasyon  amaciyla
immiinelektrofrez, immiinfiksasyon, immiinoblot gibi yontemlerle kombinasyonlari
kullanilmigtir (89, 99-102). Halen Tf izoformlarinin yiiksek rezoliisyon ile analizi
icin degerli bir yontemdir. Fakat olduk¢a uzun analiz siiresi, deneyim gereksinimi
nedenleri ile klinik laboratuvarlarda kullanilmak iizere alternatif analiz yontemleri

gelistirilmistir.
2.6.2. Kapiller Elektroforez

Kapiller elektroforez (CE), analitleri yiik, elektroforetik hareket kabiliyeti, faz
aymrmmi ve molekiiler boyut ve sekildeki farkliliklarina bagl olarak elektrokinetik
ayirim yapan bir tekniktir (103). Bu elektrokinetik ayirimi saglayan kapillerler
degisik uzunluklarda (genellikle 15-100 cm), ¢ok kiiciik i¢ ¢apli (yaklasik 25-100
um) ve UV isinlarima gecirgen silika kuvartztan yapilmis iki ucu acik kilcal
borulardir. Tipik bir sistem ince silika kapiller bir boru, iki elektrolit tampon haznesi,
yiiksek voltaj gili¢ kaynag1 ve veri degerlendirme birimiyle iligkili bir dedektdrden
olusmaktadir. Kapiller, elektrotlar1 ve tamponu igeren iki cam hazne arasina
yerlestirilmis olup, kapiller tiipler jel ile dolduktan sonra pL-nL diizeyinde ¢ok az
miktardaki numune, kapillerin anodal ucuna yiiklenir, yiiksek voltaj (yaklasik 25-30
KV, 1-150 uA) uygulanarak yaklasik 200-500 V/cm dogru akim altinda 1 dakikadan

kisa siirede cok fazla sayida fraksiyonun elde edilmesine olanak saglar. Yiiksek
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voltajin uygulanmasi kapiller duvar boyunca verimli 1s1 degismine izin veren yiiksek
yiizey/hacim orantyla miimkiin olmaktadir. Elektrik akimi ayni zamanda tiim
soliisyonun hareketini de (elektro-endoozmoz) saglar (104, 105) . Numuneler
kapillerin anot ucuna yakin yerlestirilen sensorler ile kapiller iizerinden saptanirlar.
Kapillerdeki elektro endo-ozmotik akis normalde tiim iyonlar1 yiike bakmaksizin
katoda tasiyacak kadar gii¢liidiir. Bu nedenle numune kapillere anodik ugtan verilir.
Net hareket katoda dogru oldugundan ayirim anoda dogru geri migrasyon
hizlarindaki farkliliklara dayanir. Numunedeki (+) iyonlar, elektro endo-ozmotik akis
ve iyon hareketinin ayn1 yonde olmasi nedeniyle kapiller ¢ikisa daha erken gelirler.
Numunedeki (-) iyonlar, ayn1 zamanda kapiller ¢ikisa hareket ederler, ama hizlar
daha yavastir. Kapiller ¢ikisa dogru gé¢ eden numuneler 11k absorbsiyonu, floresans,
elektrokimyasal, radyometrik ve kiitle spektrometrik dedektorlerle ¢cok kii¢iik madde
miktarlarini bile saptayabilmektedir (106-108).

Transferrin izoformlar1 analizinde, kapiller elektroforez ilk defa 1998 yilinda
kullanilmig (109) daha sonralar1 yontem gelistirilerek kullanilmaya devam edilmistir.
Kapiller elektroforezin diger yontemlere iistiinliikleri; kisa analitik zaman, yiiksek
ayirim giicii, diisiik reaktif (sadece tampon) tiiketimi ve mikrolitre diizeyinde numune
hacimleri, otomatizasyona uyumu, dedektor kullaniminda ¢esitlilige izin vermesi

olarak sayilabilir (110, 111).
2.6.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz
olmak tzere iki fazli bir sistem araciligiyla ayristirilmasit ve saflastirilmasi
yontemidir. Kromotografik metodlarin biitiin tiplerinde ana prensip; hareketli bir
fazin, sabit bir faz igerisinden akmasi ve ¢ozeltideki maddelerin sabit ve hareketli
fazlara farkli ilgilerinden dolayr ayrismasidir. Hareketli fazin tiirline ve 6zelligine
gore cesitleri bulunmaktadir; gaz-sivi (sabit faz sivi) ve gaz-kati (sabit faz kati)
olarak gaz kromatografisi; sivi kromatografisi; adsorpsiyon kromatografisi (sivi-
kat1), partitisyon kromatografisi (sivi-sivi), jel filtrasyon kromatografisi ve iyon
degisimi kromatografisi (iyon ¢esidine gore anyon ve katyon degisim kromatografisi)

gibi.
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Iyon degisimi kromatografisi; ¢cozeltideki iyonlarin, ters yiiklii destek matriks
iyonlarina olan ilgisine dayali bir ayirim yapmaktadir. Durgun faz zayif ya da
kuvvetli, katyon ya da anyon degistirici bir re¢inedir. Reginenin sabit yiiki (-) ise
buna “katyon degistirici”, (+) ise de “anyon degistirici” kromatografi adi verilir.
Analiz sirasinda recinenin tamamen iyonlasmis durumda olmasi gerekmektedir.
Hareketli faz genellikle tamponlanmis, istenen iyonlarin olusmasina neden olan belli
bir pH degerinde sulu ¢ozeltidir ve yiikli katinin sabit yiikiiniin tersi olan zit iyonu
igerir. Tagidig1 yikii, hareketli fazin zit iyonlar1 ile ayni1 olan iyonik yapidaki 6rnek
bilesenleri katiya baglanmak icin zit iyonlarla yarsirlar, tasidigi yiike bagl olarak
kuvvetle baglanan bilesenler kolonda uzun siire kalirken, katiya zayifca baglanan,
uygun yiikte olmayan veya yliksiiz olan bilesenler kolonu c¢abuk terk eder. Bu
teknikte proteinler ya da amino asit karisimlar: belirli bir pH’da tasidiklar yiike gore
birbirlerinden ayrilirlar. Protein izolasyonunda kullanilan iyon degistiriciler,
matrikslerine dietilaminoetil (DEAE) ya da karboksimetil (CM) gruplarinin
eklenmesi ile elde edilir. DEAE tipi iyon degistiriciler (+) yiik tasirlar ve anyon
degistirici gorevi goriirler; CM-tipi iyon degistiriciler, pH 4’lin iizerinde (-) yiik
tagirlar ve katyon degistirici gorevi goriirler. Matriks yiikiine karsit yiik tasiyan
proteinler, elektrostatik etkilesimle matrikse baglanir ve sonrasinda eliisyon sartlari
degistirilerek kolondan sokiiliirler. Eliisyon ¢esidinden biri tuz yikamasi digeri ise

eliisyon pH’siin degistirilmesidir.

Transferrin izoformlarinin analizinde kromatografi teknigi ilk defa 1986
yilinda anyon degistirici kromatografi kolonu kullanilarak Stibler tarafindan
gelistirilmistir (112). Daha sonralar1 kolonlarin degisimi ile yontem gelistirilmistir

(113). Giiniimiizde bu yontemi kullanan laboratuvarlar mevcuttur.
2.6.4. Sivi Kromatografi Kiitle Spektrometri

Sivi  Kromotografi-Kiitle/Kiitle Spektrometri (LC-MS/MS) tekniginde;
fizikokimyasal oOzelliklerine gore ayrilan molekiiller kiitle dedektorii ile analiz
edilmektedir. Molekiiller normalde yiiklii partikiiller degillerdir ve kiitle
spektrometreleri iyonizasyon islemi ile molekiilleri uyararak yiiklii iyonize
molekiiller haline doniistiirtirler. Birinci quadrupol filtrede kiitle/yiik (m/z) oranina

gore ayrilan molekiiller yiiksek saflikta ©6zel bir gaz ile parcalanmaya tabi
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tutulmaktadir. Ikinci quadrupol filtrede parcalanma sonucu olusan iyonlarin
tizerinden teshis ve miktar tayini yapilmaktadir. Aynt m/z oranina sahip pek c¢ok
molekiiliin mevcut olmasina karsin ayni1 parcalanma iyonlaria sahip molekiil sayisi
dogada 1/10000 diir. Bu nedenle LC-MS/MS c¢ok diisilk konsantrasyonlarda
maddenin miktar tayininin yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir. Ayrica sonuglarin
dogrulanmasina da gerek kalmamaktadir. Kiiciik bilesiklerden biiyiik proteinlerin
tayinine kadar, polar, iyonik, kararsiz ve ugucu olmayan bilesiklerin analizleri gibi
cok genis bir kullanim alanina sahiptir. LC-MS ile ¢ok hizli bir slirede bilesimin
molekiil agirligi belirlenebilir. Proteinlerin glikozilasyonlar1 hakkinda yapisal bilgi
edinmek amaciyla kiitle spektrometrik analizler gilivenilir bir yontem olarak
kullanilmaktadir (114, 115). MS ile Tf izoformlarinin analizi intakt
glikoproteinlerden veya proteinlerin enzimatik yikimi sonucu a¢iga c¢ikan glikan veya
glikopeptitler lizerinden gerceklestirilebilir (116, 117). MS ile Tf glikoformlarini
aragtirmak yerine daha diisiik molekiiler agirlikli spesifik glikopeptid veya spesifik
glikanlar1 saptamak ise yeni bir yaklasim olmustur (118, 119). Fakat birgok
arastirmact Tf glikoformlarinin pargalanma sonrast ortaya ¢ikan N-glikanlar
saptamak gerektigini diisinmektedir. Ayrica, glikanlar yerine glikopeptitlerin
degerlendirilmesi hem oligosakkaritin yapisal kompozisyonu hakkinda hem de
glikozilasyon bolgeleri hakkinda bilgi verir. Bazi arastirmacilar CDT glikoformlarini
MALDI-TOF-MS ile arastirmisgtir (120). Tipik vakum kaynagi kullanildiginda
MALDI araciligiyla glikan ve glikokonjugat analitleri labil glikozidik baglarina
ayrilmaktadir. Yiiksek 6zgiilliigiinden dolayr kullanim alani giderek yayginlasarak

Klinik laboratuvarlarda rutin kullanim1 giderek artmaktadir.
2.7.  Transferrin izoformlarmin Analizinde Karsilasilan Giicliikler

Tibbi laboratuvarlarda tiim numune analizlerinde oldugu gibi Tf izoform
analizinde de hemoliz, lipemi ve yiiksek biliriibin bulunmas: hatali sonuglara neden
olabilmektedir. Her yontem igin validasyon veya verifikasyon c¢aligmalar1 yapilirken
bu interferans nedenlerinin Glgiime olan etkileri arastirilmaktadir. Genel olarak, bu
gibi numunelerin red edilmesi Onerilmektedir. Fakat rutin isleyiste ozellikle Tf
izoform analizi gibi 6zel ¢ocuk hasta grubundan alinan numunelerin red edilmesi

miimkiin olmayabilmektedir. Kimi zaman tekrar alinmasi bazen miimkiin
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olmamaktadir. Bu durumda laboratuvarlarin interferans nedenlerinden ne diizeyde
etkilendigi bilgisine sahip olmalar1 gerekmektedir. Biz de calismamizda bu ii¢ cesit
interferans1 iceren numunler hazirlayarak belli konsantrasyonlarmin Tf izoform

analizine olan etkilerini arastirdik.

Ayrica, genel interferans nedenleri disinda monoklonal bant bulunmasinin da
Tf izoform analizine etkilesimlerinin oldugu bilinmektedir. Ancak farkli analitik
sistemeler yoniinden karsilastirmalar bulunmamaktadir. Bu amagla ¢alismamizda

farkl1 tip monoklonal pike sahip olan hastalarin Tf izoform analizleri de ¢aligilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarinda Mayis
2015-Mayis 2016 tarihleri arasinda yapildi. Calismada merkez laboratuvarimizda
rutin analizlerde kullanilan 1. CE sistemi (Sebia 2 Capillarys™ Sebia, France) ile 2.
CE sistemi (Helena Biosciences V8® E-class analizorii; Helena Biosciences Europe,
UK) ve HPLC (CDT test kiti UV/VIS-FAST EUREKA reagent / Shimadzu Europe)

sistemleri karsilastirildi.
3.1.  Arac ve Gerecler

Calismamizda kullanilan cihaz ve reaktifler Tablo 3.1.'de goriilmektedir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihaz ve reaktifler.

Cihaz Marka/Model/Katalog no Uretici Firma
HPLC
Reaktif UV/VIS-FAST CDT test kiti EUREKA ,Germany
Degasser DGU 20A3R Shimadzu, Europe
Pompa LC 20AT Shimadzu, Europe
Autosampler SIL 20AHT Shimadzu, Europe
Kolon Firini CTO 10ASVP Shimadzu, Europe
UV Dedektor SPD 20A Shimadzu, Europe
Analitik Kolon SAX X 500 Shimadzu, Europe
(50x4,6mm-5um)
1. CE Sistemi
Tampon soliisyonu PN 2208 Sebia, France
Capillarys/minicap PN 2052 Sebia, France
yikama sollisyonu
Capiclean soliisyonu PN 2058, Sebia, France
Kontrol serumu PN 4795 Sebia, France
Tetravalent CDT /IS PN 2054 Sebia, France
2. CE Sistemi
CDT Auto Tamponu 803110 Europe, UK
CDT Auto Soliisyonu 803111 Europe, UK
CDT normal kontrol 803300 Europe, UK
Diger
Vorteks Bisvorte V1 Japonya
Santrifiij NF048 Tiirkiye

Santrifiij 5810R Tiirkiye
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3.2.  Kullanilan Kimyasallar
Calismamizda kullanilan kimyasallar Tablo 3.2'de goriilmektedir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Marka Katalog no.
Biliriibin Merck K16217120 109
Dimetil sulfoksit Merck-Schuchard 802912
(DMSO)
Distile su M. D. C tibbi iirtinler kimya R120135691
sanayi
Noraminidaz Sigma N6514 (tip 11 V.Cholera)
[zotonik NaCl Polifarma PS-1609032
Intralipid soliisyonu Baxter (20% 1.V. Fat 335893
Emulsion)

3.3. Calismada Kullanilan Numuneler

Calismaya Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik kurul onay1 alinmasindan sonra baslandi (GO 15/262-08, Ek-1). Calismaya dahil
edilen hastalardan eriskinlerin kendilerine, ¢ocuklarin velilerine bilgilendirme formu
okutularak bilgi verildikten sonra onam formu imzalatild1 (sirasiyla EK 2 ve 3).
Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarlarinda Mayis 2015 - Mayis
2016 tarihleri arasinda konjenital glikozilasyon defektinin taranmasi amaci ile
transferrin izoformlarinin analizi i¢in kabul edilen toplam 36 numune yontem
karsilastirma c¢alismasinda kullanildi. Ven6z kan numuneleri, antekiibital venden
kirmiz1 kapakli tiiplere alinarak 22-24°C'de 2000xg’de 10 dk santrifiij edilerek elde
edilen serum numuneleri 1,5 mL’lik eppendorf tiiplere ayrildi. Uygun sekilde

porsiyonlanan numuneler ¢alisilincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Gilin i¢i ve gilinler arasi varyasyon caligmalari ile hemoliz, lipemi ve
biliriibinemi interferans numuneleri i¢in serum havuzu olusturuldu. Serum havuzu,
Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarlarina rutin biyokimya analizi
amaciyla gelen, lipemi, ikter veya hemoliz (LIH indeksi) degerlendirmeleri negatif

olan, laboratuvarimizin red kritelerini karsilayan ve biyokimyasal parametreleri
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patolojik olmayan serum numunelerinden hazirlandi. Hemolizat hazirlanmasi
amaciyla laboratuvara tam kan saymmi icin gelen numuneler kullanildi. Hazirlanan
numuneler analize kadar -80°C’de muhafaza edildi. Monoklonal piklerin transferrin
izoformlarmin analizine olan interferansini incelemek amaciyla serum protein
elektroforezi ve serum immiin tiplendirme elektroforezlerinde monoklonal pik
saptanan numuneler, porsiyonlara ayrilarak analiz siiresine kadar -80°C’de muhafaza
edildi.

3.4. Numune Hazirhklar

CDG taramasi amaciyla laboratuvara gelen hasta numuneleri 6n hazirlik

gerektirmeden CE ve HPLC yontemleri ile analiz edildi.
3.4.1. Noraminidaz ile Transferin izoformlarimin Hazirlanmasi

Yontem karsilastirma ¢alismalarinda kullanilmak {izere asiyalo- ve
hiposiyalo- Tf izoformlarini elde edebilmek amaci ile néraminidaz kullanildi. Bu
amagla farkli mikroorganizmalardan izole edilen rekombinant ndraminidaz
ekstraktlar kullanilmaktadir (121). Bu ¢alismada tip 1I-A Vibrio cholerae’dan izole
edilen noéraminidaz (Sigma, Deisenhofen, Germany) kullanildi. Noraminidaz ile
inkube edilen numunelerde Tfne bagli bulunan negatif yiiklii siyalik asit birimleri
uzaklagtirilarak tamamen asiyalo- Tf izoformu olugmaktadir. Noraminidaz (8-24
U/mg protein) ve numune 1:6 (v/v) oraninda karistirilip bir gece etiivde 37°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyondan alinan numuneler 2000xg'de 10 dk santrifiijlendikten

sonra Tf izoform analizleri yapildi.

3.4.2. Hemoglobin Interferens Calismasi icin Numunelerin Hazirlanmasi

Hemolizli numuneler “CLSI EP7-A2 Klinik Kimyada Interferens
Numunelerinin Hazirlanmasi Kilavuzu”nda (122) verilen ozmotik sok prosediiriine
gore hazirland1. Oncelikle, 500 mg/dL hemoglobin (Hb) bulunan stok Hb numunesi
hazirlandi. Bu stok numune i¢in 5 mL heparinli tam kan 10 dk 2000xg'de santrifiij
edildi. Siiziintli (plazma) alinip yerine 10 mL izotonik NaCl soliisyonu eklenerek tiip
yavasca 10 defa alt tist edilerek karigtirilip tekrar 10 dk 2000xg'de santrifiijlendi.

Santrifiij sonras1 siizlintii atilarak yerine 10 mL izotonik NaCl soliisyonu eklenip ayn1
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islem ikinci kez tekrarlandi. Ardindan 10 dk 2000xg'de santrifiij yapildi ve alinan
stiziintii yerine deiyonize su eklenerek 10 kez alt iist edilerek karistirildi ve gece
boyunca donduruldu. Ertesi giin dondurucudan ¢ikarilarak oda sicakliginda ¢oziinen
numune 30 dk 2000xg'de santrifiijlendi. Siiziintii (hemolizat) hiicre paketinden
ayrildi. Elde edilen hemolizattaki Hb konsantrasyonlari tam kan sayimi analizorii
Coulter LH 750 (Beckman Coulter, Fullerton, CA) ile 6lgiildi. 0 mg/dL Hb igeren
serum numunesi hazirlamak i¢in ayn1 miktar seruma hemolizat yerine izotonik NaCl
soliisyonu eklendi. Hb numunesi, 0 mg/dL Hb igeren serum ile seri diliisyonlar
yapilarak 125, 250, 375 ve 500 mg/dL Hb igeren numuneler hazirlandi (123).

Hazirlanan numuneler ¢caligsma giiniine kadar -80°C’de muhafaza edildi.
3.4.3. Lipemi Interferens Calismasi icin Numunelerin Hazirlanmasi

Lipemik numuneler “CLSI EP7-A2 Klinik Kimyada Interferas
Numunelerinin Hazirlanmast Kilavuzu” (122) modifikasyonu ile hazirlanmistir.
Serum havuzuna 3000 mg/dL trigliserid konsantrasyonunu saglayacak hacimde
parenteral intralipid soliisyonu eklendi. En diisiik konsantrasyonda (100 mg/dL)
trigliserid iceren numune ise ayni miktarda serum havuzuna intralipid soliisyonu
yerine izotonik NaCl soliisyonu eklenerek elde edildi. Seri diliisyonlarla diger
konsantrasyonlar olusturuldu. Trigliserid konsantrasyonlar1 biyokimya otoanalizorii
AU 680 (Beckman Coulter, Fullerton, CA) ile olgiildii. Lipemi interferans: igin
hazirlanan, 100, 750, 1500, 2250 ve 3000 mg/dL trigliserid iceren numuneler ¢alisma

giiniine kadar -80°C’de muhafaza edildi.
3.4.4. Biliriibin Interferens Calismasi icin Numunelerin Hazirlanmasi

Biliriibinli numuneler “CLSI EP7-A2 Klinik Kimyada interferas
Numunelerinin Hazirlanmasi1 Kilavuzu” (122) prosediiriine gore hazirlandi. Stok
bilirlibin ¢ozeltisi (10 mg/mL) hazirlamak igin 20 mg unkonjuge biliriibin 2 mL
dimetilsiilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziildii. Stok c¢ozeltiden 0,1 mL, 5 mL serum
havuzuna eklenerek 20 mg/dL biliriibin iceren numune hazirlandi. Serum havuzuna
0,1 mL stok ¢ozelti yerine ayn1t miktarda DMSO eklenerek 0 mg/dL biliriibin igeren
numune hazirlandi. Seri diliisyonlarla biliriibin konsantrasyonlar1 0, 6, 12, 17 ve 20

mg/dL olarak hazirlanan numuneler ¢alisma giiniine kadar -80°C’de muhafaza edildi.
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3.4.5. Monoklonal Pik iceren Numuneler

Monoklonal piklerin analize olan etkisini incelemek amaciyla beta bolgesinde

monoklonal pik izlenen numuneler HPLC ve 1.CE sistemi ile ¢alisildi.
Monoklonal Pik iceren Numunelerin On Islemden Gegcirilmesi

Monoklonal bant izlenen hastalarda, Capillarys CDT (Sebia, France) kiti i¢in
elektroforetik patterni bozuk numunelerde kullanilmak tizere gelistirilen "Tetravalent
CDT/IS" numune isleme soliisyonunun etkinligi degerlendirildi. Bu soliisyon ile
muamele sonrasi elektroforetik paternde diizelme olup olmadigi HPLC ve 1.CE
sistemleri i¢in incelendi. Monoklonal pik saptanan numunelerden 200 pL bir
mikrotiipe alind1. Uzerine "Tetravelent/IS" soliisyonundan 50 uL eklendi ve 5 saniye
boyunca vortekslendi. Daha sonra 10 dakika boyunca 600xg’de santrifiijlendi.
Stiziintii bagka bir tiipe alinarak analiz tekrarlandi. Bu sekilde monoklonal pik i¢eren
serumlar once dogrudan daha sonra da islemden gecirildikten sonra elde edilen

stiziintlilerinden ikinci kez Tf izoform analizleri ¢alisildu.
3.4.6. Giin i¢i ve Giinler Aras1 Varyasyon Numunelerinin Hazirlanmasi

Olusturulan serum havuzu giin i¢i ve giinler aras1 varyasyon ¢aligmalarinda
1., 2. CE ve HPLC sistemlerinde 5 giin siiresince, her caligma giinii basinda ve

sonunda olmak iizere ikiser analiz edildi.
3.5. Transferrin izoformlarinin Analizi
3.5.1. HPLC Sistemi ile Analiz

HPLC analizi yapilmak tizere, 3 mL serum kullanildi. Reaktif B1-Coktiirme
soliisyonu 1, 1 mL distile su eklenerek hazirlandi. Hemen ardindan kontrol ve

numuneler hazirlandi. Tablo 3. 3 'de aciklanan prosediir ile numuneler hazirlandi.
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Tablo 3.3. HPLC sisteminde transferrin izoformlarnin analizi i¢in numune

hazirlama prosediirii.

Kontrol Tiipii Numune Tiipii
Kontrol serumu 200 pL -
Hasta numunesi - 200 pL
Reaktif Al 25 uL 25 uL
Reaktif A2 25 ul 25 uL

10 dk vorteks
Reaktif B1 25 ulL 25 uL
Reaktif B2 25 uL 25 uL

20 dk vorteks

+4°C’de 30 dk inkubasyon

2000 x g 5 dk santrifiigasyon

Siiziintiiden yeni tiipe 200 uL 200 uL
Deiyonize H,O 400 pL 400 uL
10 dk vorteks

Spektrofotmetrik dedektdrde 460 nm'de elde edilen kromatogramdan herbir

Tf izoformu egri altinda kalan alanin toplam alana "Yizde Transferrin" olarak

hesaplandi. Her ¢alisma basinda tiretici firmanin kontrol serumu ¢alisildi.

Tablo 3.4. HPLC sisteminde transferrin izoformlarmin analizinde uygulanan

gradient protokolii.

Zaman (dk) % M1 % M2 Akis hiza
(A Pompasi) (B Pompasi) (mL /dk)

0,0 100 0 1,5

0,5 100 0 1,5

0,6 93 7 1,5

5,0 75 25 1,5

51 0 100 1,5

7,5 0 100 1,5

7,6 100 0 1,5

10,0 100 0 1,5

Hipersiyalo-Tf izoformlar1 kromatogramda egri altinda kalan alana gore

manuel olarak hesaplama yapildi. HPLC sisteminde Transferrin izoformlar1 igin

belirlenen normal deger araliklar1 Tablo 3.5.'de goriilnektedir.
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Tablo 3.5. HPLC sisteminde Tf izoformlarinin kromatogram zamanlari ve

belirlenen referans araliklari (124)

Tf izoformu Referans arahgi Retansiyon zamani
(dk)

Asiyalo-Tf Degerlendirilemez

Monosiyalo-Tf Degerlendirilemez

Disiyalo-Tf %2-2.5 3.92

Trisiyalo-Tf %4.5-9 4.34

Tetrasiyalo-Tf %64-80 5.10

Pentasiyalo-Tf %12-18 5.80

3.5.2. CE Yontemleri ile Analiz
1. CE Sistemi

Calismamizda degerlendirdigimiz 1. CE sistemi (MINICAP CDT Kkiti,
Capillarys™, Sebia, France; Phoresis Rel. 7.4.7-Minicap N°1222 yazilimi)
laboratuvarimizda rutin olarak transferrin izoformlarinin analizinde kullanmakta
oldugumuz kapiller elektroforez sistemidir.

Serum transferrin izoformlar1 bu sistem ile siyalik asit igeriklerine gore
ayrilmaktadir. Bu sistem ile hem kantitatif CDT (hiposiyale izoformlar olan asiyalo-
Tf, monosiyalo-Tf ve disiyalo-Tf) analizi hem de CDG taramasi amaciyla tiim
izoformlar1 ayn1 anda degerlendiren transferrin profilini elde etmek miimkiindiir. Bu
teknikle, yiikli molekiiller, elektroforetik hareketliliklerine gore alkali tampon
icinde, pH ve elektro-endoozmotik akisa gore ayrilabilmektedir. Sistem, es zamanh
analize imkan veren, paralel olarak ¢aligan iki kapillere sahiptir.

Otomatize numune hazirlama ve analiz basamaklari su sekilde
gerceklestirilmektedir: Sistemde numune tiiplerinden reaktif kaplarina numune
diliisyonu yapilir. Numune diliisyon asamasinda ayni zamanda transferrinin demir
satlirasyonu da gergeklesmektedir. Ardindan, kapillerlerin anodik ucundan numune
sisteme aspire edilir. Proteinlerin ayrimi 300 sn’de 8200 V yiiksek voltaj altinda

gerceklestirilmektedir. Tf izoformlart nonspesifik olarak 200 nm’de absorbans
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izlenmesi ile saptanmaktadir. Kapillerler, her analiz sonras1 yikama soliisyonu ile
yikanarak bir sonraki analiz i¢in hazirlanir. Bazik pH'da tampon (pH 8.8) kullanimi
ile transferrin izoformlar1 sirasi ile asiyalo-, disiyalo-, trisiyalo-, tetrasiyalo- ve
pentasiyalo-Tf izoformlar1 olarak saptanir (125). Her ¢alisma basinda iiretici

firmanin kontrol serumu ¢alisildu.

Elde elde edilen elektroforetik paternde pentasiyalo-, tetrasiyalo-, trisiyalo- ve
disiyalo-Tf izoformlar1 otomatik olarak saptanirken; asiyalo- ve monosiyalo-,
asiyalo- ve diger hipersiyalo- formlar manuel olarak hesaplandi. Her bir Tf izoformu

toplam Tf alanina gore "yiizde Tf" olarak hesaplandi.
2. CE sistemi

Helena Biosciences' V8® E-class analizorii (Helena Biosciences Europe, UK)
ile “Platinium 4.1- an autostanding diagnostics” yazilimi1 kullanildi. Test basamaklar1
su sekildedir: 100 uLL. CDT Auto tamponu ile kapiller doldurulur ve anodal tampon
rezervi olarak kullanilir. 10 pL serum numunesi 90 pL. CDT Auto soliisyonu ile
seyreltilerek numune karisimi olusturulur. Bu numune karistiminin demir ile
satiirasyonu gerceklestirildikten sonra slika kapilleri anodik ucundan aspirasyon ile
elektroforetik olarak 10000 volt yiiksek voltaj altinda pH 8.45 alkali tamponda 20°C
sicaklikta 1810 saniye vyiriitilir ve spektrofotometrik dedeksiyon 220 nm'de
gergeklestirilir. Elektroforetik ayrim 25 dk, diger biitiin islem basamaklar1 ile 40 dk
icinde tamamlanir. Her ¢alisma basinda iiretici firmanin kontrol serumu calisildi
(126).

2. CE sisteminden elde edilen elektroforetik paternde pentasiyalo- ve
tetrasiyalo- Tf izoformlar1 birlikte trisiyalo-, disiyalo- Tf izoformlari ise ayri ayri
otomatik olarak hesaplandi. Hiposiyalo- ve hipersiyalo-Tf izoformlart manuel olarak
saptand1. Her bir Tf izoformu toplam Tf alanina gore "yiizde Tf" olarak hesaplandi.

CDG taramas1 amaciyla Tf izoformlar1 analizi i¢in belirlenen normal degerler
Tablo. 3.6'da verilmistir (127). Fakat Tf izoform analizi alkol bagimliliginin
izleminde CDT o6l¢iimii amactyla kullanildiginda ise sonuglar1 Tablo 3.7' de verilen

degerlere gére yorumlanmalidir.
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Tablo 3.6. 2. CE sisteminde Tf izoformlar1 analizi i¢in belirlenen normal

degerler

Transferrin Izoformu Beklenen aralik (%)
Heptasiyalo-Tf <15
Hekzasiyalo-Tf 1-3
Pentasiyalo- Tf 12-18
Tetrasiyalo- Tf 64-80
Trisiyalo-Tf 4.5-9
Disiyalo-Tf <25
Monosiyalo-Tf 0

Tablo 3.7. 2. CE sisteminde CDT analizi i¢in belirlenen degerler.

Beklenen aralik (% CDT)

Normal sonug¢ <1.3
Belirsiz sonug¢ <l.6ve>13
Patolojik sonug¢ >1.6

3.6. Hesaplamalar ve istatistiksel Analizler

Verilerin kaydedilmesi, analiz ve degerlendirilmesinde "Windows Excel
2007" wve istatistiksel degerlendirmeler i¢in "SPSS 23.00 for windows"
programlarindan yararlanildi. CE sistemleri ile elde edilen elektroforetik profillerde
ve HPLC sistemi ile elde edilen kromatogramlarda herbir Tf izoformu egri altinda

kalan alanin toplam alana oran1 " Transferrin izoform Yiizdesi" olarak hesapland.
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CDG tamisinda hesaplama:

CDG tanisinda bu sekilde yapilan hesaplamalar kullanilmaktadir:

% Tf izoformu =  Herbir Tf izoformuicin egri altindakalanalan  x 100
Tam Tf izoformlarnnin toplam alani

CDT hesaplanmasi:

Alkol bagimlhilarinin takibinde kullanilan % CDT IFCC’ye gore toplam

transferin miktarina gore raporlanmaktadir:

Asiyalo-Tf + Monosiyalo-Tf + Disiyalo-Tf toplam alanlar x 100

% CDT = - .
’ Tidm Tf izoformlannin toplam alani

Korelasyon analizi:

Korelasyon analizi ile sayisal degiskenler arasindaki dogrusal iligkinin yonii
ve derecesi belirlenir. Elde edilen korelasyon katsayisi (-1) ile (+1) arasinda bir deger
alir. Pozitif degerler ayn1 yonlii dogrusal iliskiyi; negatif degerler ise ters yonlii bir
dogrusal iliskiyi belirtir. Korelasyon degerleri i¢in r= 0.00-0.24 ise zayif, r= 0,25-
0,49 ise orta, r = 0,50-0,74 ise giigli ve r= 0,75-1,00 ise ¢ok giiclii olarak
degerlendirildi. Yontem karsilagtirma c¢aligmalart “simif i¢i korelasyon analizi”
(intraclass correlation coefficient; ICC) ile degerlendirildi. Bu analizde, standart
sapmalara gore diizeltme yapilmakta ve tiim sistemlerin birlikte karsilastirilmasi

miimkiin olabilmektedir (128).

Yontem karsilagtirma verileri degerlendirilirken ayni zamanda Bland-Altman
yontemi de kullanildi (129). Bland-Altman yontemi, bias ve hatanin da
incelenebilmesine olanak saglamasi nedeni ile tercih edildi. Bu degerlendirmelerde
lic yontemden elde edilen 6l¢lim sonuclarinin ortalamalarina karsi farklarin sagilim
grafigi ¢izildi. Gergek degerler elde edilemedigi i¢in en iyi kestirim degeri olarak
genel ortalamalar alindi. Bu grafiklerde farklar normal dagilima sahip ise farklarin
sifirin etrafinda rastgele dagilim gostermesi ve %95'inin -1.96 SD ve + 1,96 SD

arasindan dagilim gostermesi beklenmektedir. Bu grafiklerde dagilimlarin ortalama
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etrafinda sacilimina, konsatrasyona bagli degisimlerine ve %95'inin -1.96 SD ve +

1,96 SD araliginda bulunmasina gore degerlendirmeler yapildi.
%Degisim:

Interferens calismalarinda, interferans yapici eklenmeden alinan Tf izoform
yiizdesi hedef deger olarak belirlendi. Diger interferans yapicilarin eklendigi

numunelerden elde edilen sonuclar asagida belirtilen formiile gére hesaplandi:

% Degisim= 100 - ( Hedef Deger —Bulunan Deger

x 100 )
Hedef Deger

Yiizde degisimler (%Degisim) i¢in sapma sinirt % 10 olarak alind1 (CLIA 88
CDT i¢in belirlenen optimum TAH sinir1). Transferrin izoform yiizde sonuglarinda +

%10 u asan degisimler "etkilenme var" olarak kabul edildi.
Giin ici ve giinler arasi varyasyon ¢alismasi

Her bir giin i¢in elde edilen iki sonug¢ arasindaki varyansdan giin igi standart
sapma (SD) ve varyasyon katsayist (%CV) hesaplandi. Her bir giin i¢in elde eldilen
sonuglarin ortalamalar1 arasindaki varyans degerlerinden giinler aras1 SD ve %CV
hesaplandi. Calismalar sonucunda her sistem ve her Tf izoformu i¢in ayr1 ayr

hesaplamalar ile karsilastirma yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsma Gruplariin Demografik Ozellikleri
4.1.1. Rutin Hasta Grubunun Demografik Ozellikleri

Hacettepe Merkez Laboratuvarima CDG taramasi amaciyla gelen 36 hasta
rutin analizlerde kullanilmakta olan 1.CE sistemi ile degerlendirildi. Bu hastalardan
23’1 erkek 13’1 kadin olup, bu yontemle calisilan 36 hastanin yas ortalamasi ise 14,1
yil bulundu. 1.CE sistemi ile c¢alisilan hastalarin 29’u 2.CE sistemi ile de
degerlendirildi. Bu hastalardan 19°u erkek 10’u kadin ve yas ortalamalar1 12,4 yil
olarak bulundu. 1.CE sistemi ile degerlendirilen hastalardan 35’1 HPLC sistemi ile de
degerlendirildi. Bu hastalardan 22’si erkek 13'ii kadin ve yas ortalamasi da 13,0 yil
olarak bulundu (Tablo 4.1). Analiz siirecinde serum yetersizlikleri nedeni ile tim
numunelerin birebir tiim sistemler tarafindan karsilastirilmamis olmasina ragmen

gruplar arasinda demografik olarak anlamli bir farklilik bulunmada.

Tablo 4.1.Rutin hasta grubu demografi tablosu

1. CE Sistemi 2. CE Sistemi Hplc Sistemi
Erkek 23 (%64) 19 (%65) 22 (%63)
Kadin 13 (%36) 10(% 35) 13 (%37)
Toplam 36 29 35
Yas ortalamasi (Y1) 14,4 (£19,69) 11,7 (£15,4) 13,3 (+18,7)

4.1.2. Monoklonal Pik Saptanan Hasta Grubunun Demografik
Ozellikleri

Hacettepe Merkez Laboratuvarina serum protein elektroforezi ve immiin
tiplendirme elektroforezi ig¢in gelen ve monoklonal pik saptanan 39 hasta ¢alismada
karsilastirilan ~ sistemler ile transferrin  izoformlarinin  analizi  yoniinden
degerlendirildi. Monoklonal pik saptanan hastalarin yas ortalamalar1 (65,5 - 65,9 yil)
olarak bulundu (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Monoklonal Pik Saptanan Hasta Grubunun Demografik
Ozellikleri

1. CE Sistemi 2. CE Sistemi HPLC Sistemi

Erkek 26 (%67) 24(%67) 26(%67)
Kadin 13 (%33) 12(%33) 13(%33)
Toplam 39 36 39

Yas ortalamasi (Y1) 65,5(=14,1) 65,9(+14,1) 65,5(%13,5)

4.2. Rutin Hasta Karsilastirmasi Bulgulari

Transferrin izoformlarinin analizi karsilastirma ¢alismasinda, kapiller
elektroforez sistemlerinden 1.CE ile 36 hasta, 2.CE sistemi ile 29 hasta ve HPLC
sistemi ile de 35 hasta numunesi degerlendirildi (Tablo 4.1). Tf izoformu
analizlerinde her bir Tf izoform yiizdesi sistemler arasinda korelasyon analizi ile
karsilastirildi. Sinif i¢i korelasyon analizi yapilarak her ii¢ sistemin birbiri ile
tutarliliklart karsilastirildi. Aym1 zamanda sistemler ikiserli olarak birbirleri ile
karsilastirildi  (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4). Ug sistemin smif i¢i korelasyon analizi
sonucunda yontemler arasinda uyum saptanmadi. Sistemlere ikiserli olarak sinif i¢i
korelasyon analizi uygulandiginda ise en kabul edilebilir sonucun (korelasyon degeri
0,688) trisiyalo-Tf degerlendirmesinde 1.CE ve 2.CE sistemleri arasinda oldugu,
bunun disinda ikili karsilagtirmalarda sistemlerden elde edilen sonuglarin birbirleri

ile uyumlu olmadiklar1 saptandi.

Tablo 4.3. Ug sistemin Tf izoform analizindeki korelasyon degerlendirmeleri.

Tf izoformu Korelasyon degeri P degeri
Disiyalo-Tf 0,036 0,361
Trisiyalo-Tf 0,087 0,212
Tetrasiyalo-Tf 0,077 0,238

Pentasiyalo-Tf -0,051 0,666
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Tablo 4.4. Sistemlerin Tf izoformlar1 analizinde ikiserli korelasyonu

1.CE-HPLC 1.CE-2.CE 2.CE-HPLC
r P r P r P
Disiyalo- Tf 0,233 0,087  -0,006 0,512 -0,013 0,526
Trisiyalo- Tf -0,002 0,503 0,688 0,000 -0,046 0,593

Tetrasiyalo- Tf 0,054 0,378 -0,065 0,634 0,027 0,443
Pentasiyalo-Tf -0,186 0,859 0,117 0,267 -0,329 0,960

4.2.1. Disiyalo-Tf izoformlarmin Karsilastirilmasi

Hastalarin her {i¢ sistemden elde edilen disiyalo-Tf sonuglart Bland-Altman
grafiginde degerlendirildi (Sekil 4.1). Disiyalo-Tf diizeyleri i¢in elde edilen
sonuclarin sistemler arasinda uyumlu ve kabul edilebilir sinirlar i¢inde (<%10)

oldugu izlendi.
4.2.2. Trisiyalo-Tf izoformlarinin Karsilastiriimasi

Hastalarin her {i¢ sistemden elde edilen trisiyalo-Tf sonuglari Bland-Altman
grafiginde degerlendirildi (Sekil 4.2). Trisiyalo-Tf seviyeleri i¢in elde edilen
sonuclarin kabul edilebilir siirlar icinde (<%10) oldugu izlendi. Ancak, 2. CE
sisteminde artan konsantrasyonlarda negatif yonde ve HPLC sisteminde artan

konsantrasyonlarda pozitif yonde bias olustugu saptandi.
4.2.3. Tetrasiyalo-Tf izoformlarimin Karsilastirllmasi

Hastalarin tetrasiyalo-Tf yiizdeleri c¢alisilan sistemlerde Bland-Altman
grafiginde karsilastirildiginda (Sekil 4.3'de) sistemler arasinda farkliligin arttig

ancak kabul edilebilir sinirlar icinde (<%10) oldugu goriildii.
4.2.4. Pentasiyalo-Tf izoformlarimin Karsilastirilmasi

Hastalarin pentasiyalo-Tf yiizdeleri calisilan sisteme gore Bland-Altman
istatistiksel analiz yontemi ile karsilastirildiginda sonuglar Sekil 4.4'de gorildiigi

gibi tetrasiyalo-Tf seviyeleri arasindaki uyumun bozuldugu saptandi.
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Sekil 4.1. Disiyalo-Tf diizeylerinin Bland-Altman degerlendirmesi: A) 1. CE
sistemi B) 2. CE Sistemi ve C) HPLC sistemi ile yapilan Bland-Altman karsilagtirma

sonuglari.
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Sekil 4.2. Trisiyalo-Tf diizeylerinin Bland-Altman degerlendirmesi: A) 1. CE
sistemi B) 2. CE Sistemi ve C) HPLC sistemi ile yapilan Bland-Altman karsilagtirma

sonuglari.
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Sekil 4.3. Tetrasiyalo-Tf diizeylerinin Bland-Altman degerlendirmesi: A) 1.
CE sistemi B) 2. CE Sistemi ve C) HPLC sistemi ile yapilan Bland-Altman

karsilastirma sonugclari.
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Sekil 4.4. Pentasiyalo-Tf diizeylerinin Bland-Altman degerlendirmesi: A) 1.
CE sistemi B) 2. CE Sistemi ve C) HPLC sistemi ile yapilan Bland-Altman

karsilastirma sonuclari.
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4.3. Giin I¢i ve Giinler Arasi Varyasyon Cahsma Bulgular

Her ii¢ sistem i¢in giin i¢i ve giinler aras1 degiskenligini saptamak amaciyla
her dort izoformu ayr1 ayr1 degerlendirerek bulunan sonuglar Tablo 4.5°te
goriilmektedir. Giin i¢i ve glinler aras1 varyasyon ¢alismasinda disiyalo-Tf i¢in her ti¢
sistemde de %CV degerleri yiiksek olarak saptandi. Transferrin izoform yiizdesi
arttikga bu degerlerin diistiigii izlendi. Izoformlar iginde tetrasiyalo-Tf icin %CV
degerleri tiim sistemlerde kabul edilebilir sinirlarda (<%35) bulundu. Ayrica, her {i¢
sistemin hem giin i¢ci hem de gilinler arasi varyasyon sonuclari genel olarak
karsilagtirildiginda, en diisik % CV degerleri HPLC sisteminde disiyalo-Tf, 1.CE

sistemi ile diger izoformlarda saptandi.

Tablo 4.5 Giin i¢i ve giinler arasi varyasyon calismasinin Sistemlere gore

hesaplama tablosu

Disiyalo-Tf Trisiyalo-Tf Tetrasiyalo-Tf Pentasiyalo-Tf
1.CE sistemi
Ortalama 0,53 2,96 78,02 18,49
Giin i¢i % CV 14,60 2,81 0,85 3,49
Giinler aras1 %CV 23,57 11,86 3,72 17,46
2.CE sistemi
Ortalama 0,62 2,35 76,35 20,68
Giin i¢i % CV 22,46 21,26 2,36 6,17
Giinler aras1 %CV 21,55 14,57 1,61 6,4
HPLC sistemi
Ortalama 0,63 5,13 85,14 9,11
Giin i¢ci % CV 11,59 19,75 2,93 27,77
Giinler aras1 %CV 12,90 51,22 5,28 24,09

4.4, interferans Calisma Bulgular:

Interferans ¢alismasinda hemolizli, lipemik ve biliriibinli interferans
numuneleri hazirlanarak sistemler performanslari agisindan karsilastirildi. CLIA
88’e¢ gore CDT ig¢in Onerilen %10 hata orani iizerinde saptanan % degisimler

etkilenme var olarak kabul edildi.
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Transferrin izoform analizlerinde hemolizin etkisini degerlendirmek icin

hazirlanan 0, 125, 250, 375 ve 500 mg/dL Hb igeren numuneler iki CE sistemi ve

HPLC sistemi ile c¢alisildi. Sonuglar ve % degisimler Tablo 4.6 ve Sekil 4.5te

verildi.

Tablo 4.6 Transferrin izoform analizlerinde Hb interferansi igin hazirlanan
numunelerden alinan sonuglar.

interferens Numunelerindeki Hemoglobin Konsantrasyonlari

(mg/dL)
0 125 250 375 500
Sistemlerden alinan sonuc¢lar
Sonu¢ o0 Sonu¢ P Sonu¢ % Sonu¢ % Sonu¢ v
1. CE Sistemi
Disiyalo-Tf 0,65 0 0,44 -32 0,44 -32 0,44 -32 0,54 -16
Trisiyalo-Tf 3,66 0 3,18 -13 3,28 -10 3,39 -7 3,35 -8
Tetrasiyalo-Tf 79,8 0 77,4 -3 80,2 1 77,5 -3 79,1 -1
Pentasiyalo-Tf 15,9 0 18,9 19 16,1 1 18,7 17 16,9 7
2. CE Sistemi
Disiyalo-Tf 0,62 0 0,65 6 12,97 2006 0,25 -59 0,34 -45
Trisiyalo-Tf 2,7 0 1,9 -30 1,2 -54 31,8 1083 44,7 15,7
Tetrasiyalo-Tf 77,3 0 80,9 5 68,9 -11 53,7 -31 4437 43
Pentasiyalo-Tf 194 0 16,5 -15 16,9 -13 14,2 -26 10,5 -46
HPLC Sistemi
Disiyalo-Tf 0,19 0 0,37 96 0,57 200 0,39 106 0,09 -53
Trisiyalo-Tf 0,70 0 0,77 11 1,56 123 0,80 14 1,92 175
Tetrasiyalo-Tf 88,2 00 85,51 -3 88,0 0 87,8 -1 89,1 1
Pentasiyalo-Tf 10,8 00 13,34 23 9,9 -9 11,0 2 8,9 -17
Hemoliz ¢alismasinda 1.CE sisteminin 0zellikle disiyalo-Tf izoform

degerlendirmelerinde 125 mg/dL gibi diisiik diizeylerden baslayarak negatif yonde

(%-16 ile %-32 arasinda) belirgin olarak etkilendigi saptandi. Yine pentasiyalo-Tf
degerlendirmelerinde de 125 mg/dL Hb icin %19, 375 mg/dL Hb icin % 17 ve 500
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mg/dL Hb i¢in %7 olmak iizere degisen oranlarda %Degisim saptandi. Disiyalo-Tf
degerlendirmelerinde negatif yonde, pentasiyalo-Tf degerlendirmelerinde ise pozitif
yonde sapmalar izlendi. Trisiyalo-Tf degerlendirmeleri minimal oranda (%-7 ile -13
arasinda) negatif yonde ectkilenme gosterdi. Tetrasiyalo-Tf analizlerinin ise genel

olarak etkilenmedigi (%-3 ile %3 arasinda) saptandu.

HPLC sistemi ise, 0zellikle disiyalo-Tf i¢in 125 mg/dL Hb ve trisiyalo-Tf
degerlendirmelerinde 250 mg/dL Hb diizeylerinden itibaren belirgin oranlarda (%-53
ile %200 arasinda degisen oranlarda) etkilenme gosterdi. Pentasiyalo-Tf
degerlendirmeleri minimal oranda (%-17 ile %-23 arasinda) her iki yonde etkilenme
gosterdi. Tetrasiyalo-Tf analizlerinin ise etkilenmedigi (%-3 ile %1 arasinda)

saptandi

2.CE sisteminde, disiyalo-Tf i¢in 250 mg/dL diizeyinde %2006 yiiksek
pozitif etkilenme ve daha yiiksek Hb diizeylerinde negatif yonde etkilenmeler
izlendi. Yine trisiyalo-Tf i¢in 375 mg/dL diizeyinde %1083 olmak iizere 125 mg/dL
Hb diizeylerinden itibaren pozitif ve negatif yonlerde %Degisimler saptandi.
Tetrasiyalo-Tf i¢in 375 mg/dL'den itibaren anlamli oranlarda negatif yonde (%-31 ve
%-43) etkilenme saptandi. Pentasiyalo-Tf degerlendirmelerinde 125 mg/dL'den

itibaren belirgin olarak negatif yonde (%-15 ile %-46 arasinda) etkilenme izlendi.
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Sekil 4.5. Transferrin izoform analizlerinde Hb interferansinin

degerlendirilmesi. A) 1. CE sistemi B) 2. CE Sistemi ve C) HPLC sistemi ile Hb

interferans ¢alismasi i¢in hazirlanan 0, 125, 250, 375 ve 500 mg/dL Hb igeren

numunelerin % Degisimleri. (* 2. CE sisteminde 250 mg/dL Hb igeren numunede
Disiyalo-Tf igin 2006, 375 mg/dL Hb Igeren numunede Trisiyalo-Tf i¢in 1083 ve
500 mg/dL Hb i¢eren numunede 1565 % degisim saptandi.)
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4.4.2. Lipemi Interferens Cahsmasi

Transferrin izoform analizlerinde lipemi interferansi galismasi i¢in hazirlanan
100, 750, 1500, 2250 ve 3000 mg/dL trigliserid igeren numuneler iki CE Sistemi ve
HPLC sistemi ile calisildi. Sonuglar ve % degisimler Tablo 4.7 ve Sekil 4.6'da

verildi.

Tablo 4.7 Transferrin izoform analizlerinde lipemi interferans: i¢in hazirlanan

numunelerden alinan sonuglar.

Interferens Numunelerindeki Trigliserid Konsantrasyonlari

(mg/dL)

100 750 1500 2250 3000

Sistemlerden alinan sonuclar

Sonu¢ % Sonu¢ %  Sonu¢ %  Sonu¢g % Sonug %

1. CE Sistemi
Disiyalo-Tf 0,53 0 0,64 20 0,53 0 0,53 0 0,43 0
Trisiyalo-Tf 3,4 0 35 3 3,2 -6 3,3 -3 3,2 -5
Tetrasiyalo-Tf 79,9 0 79,6 0 78,7 -1 78,2 -2 77,9 -2
Pentasiyalo-Tf 16,2 0 16,3 0 17,6 9 17,9 11 18,4 14
2. CE Sistemi
Disiyalo-Tf 0,84 0 0,80 -5 0,73 -13 0,68 -19 0,73 -13
Trisiyalo-Tf 3,1 0 2,8 -10 2,3 -26 2,6 -18 2,7 -13
Tetrasiyalo-Tf 78,7 0 78,1 -1 79,4 1 77,2 -2 76,2 -3
Pentasiyalo-Tf 17,3 0 18,3 6 17,6 1 19,6 13 20,4 17
HPLC Sistemi
Disiyalo-Tf 0,71 0 0,21 -70 0,21 -70 0,33 -53 0,34 -52
Trisiyalo-Tf 11 0 0,4 -68 0,4 -68 1,2 7 0,7 -41
Tetrasiyalo-Tf 86,2 0 89,3 4 89,3 4 90,1 4 88,5 3
Pentasiyalo-Tf 11,9 0 10,2 -15 10,2 -15 8,42 -30 1051  -12

Lipemi interferans calismasinda 1.CE sisteminin disiyalo-Tf i¢in sadece 750
mg/dL trigliserid diizeyinde pozitif yonde (%20) ve pentasiyalo-Tf i¢in 3000 mg/dL
trigliserid diizeyinde pozitif yonde (%14) etkilendigi saptandi. Bu etkilenmeler

disinda genel olarak 1. CE sisteminin lipemiden etkilenmedigi saptandi.
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2.CE sisteminde ise lipid interferansindan tetrasiyalo-Tf izoform
degerlendirmelerinin etkilenmedigi izlendi. Bu sistem i¢in etkilenmeler 1500 mg/dL
diizeyinden itibaren goriildii. Bu etkilenmeler %Degisim olarak, disiyalo- ve
trisiyalo-Tf i¢in negatif yonde; pentasiyalo-Tf i¢in pozitif yonde izlendi. 1500 mg/dL
trigliserid diizeyinde disiyalo- ve trisiyalo-Tf deki %Degisimler %-13 ve %-26 iken
pentasiyalo-Tf izoformunda bu konsantrasyondaki lipid interferansindan
etkilenmedigi goriildii. Daha yiiksek konsantrasyonlar olan 2250 ve 3000 mg/dL
trigliseridin disiyalo- ve trisiyalo-Tf’ni benzer oranlarda (sirasiyla %-19/-18 ile
%-13) etkiledigi saptandi. Pentasiyalo-Tf izoformunda 2250 ve 3000 mg/dL

trigliserid diizeylerinde pozitif yonde minimal (sirasiyla %13 ve %17) olarak izlendi.

HPLC sistemi ise, tetrasiyalo-Tf disindaki izoformlarin lipid interferansindan
negatif yonde belirgin sekilde etkilendigi, tetrasiyalo-Tf izoformunun ise
etkilenmedigi saptandi. Disiyalo-, trisiyalo- ve pentasiyalo-Tf icin 750 ve 1500
mg/dL trigliserid konsantrasyonlarinda %Degisimler sirasiyla %-70, %-68 ve %-15
olarak hesaplandi. 2250 mg/dL trigliserid diizeylerinde trisiyalo- ve pentasiyalo-Tf
izoformlar1 i¢in %-53 ve %-30 etkilenme goriildii. 3000 mg/dL trigliserid diizeyleri
icin disiyalo-, trisiyalo- ve pentasiyalo-Tf izoformlar i¢in %-52, -41 ve %-12

%Degisim izlendi.
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Sekil 4.6 Transferrin izoform analizlerinde lipemi interferansinin
degerlendirilmesi. A) 1. CE sistemi B) 2. CE Sistemi ve C) HPLC sistemi ile lipemi
interferans ¢alismasi igin hazirlanan 100, 750, 1500, 2250 ve 3000 mg/dL trigliserid



52

iceren numunelerin % Degisimleri. (¥ 2. CE sisteminde Disiyalo-Tf %3905 ve

Trisiyalo-Tf %2079 degisim saptandi.)
4.4.3. Biliriibin interferens Calismasi

Biliriibin interferans g¢alismasi i¢in hazirlanan 0, 6, 12, 17 ve 20 mg/dL
biliriibin igeren numuneler iki CE sistemi ve HPLC sistemi ile ¢alisildi. Sonuglar ve
% Degisimler Tablo 4.8 ve Sekil 4.7'de verildi.

Tablo 4.8 Transferrin izoform analizlerinde biliriibin interferans1 ig¢in

hazirlanan numunelerden alinan sonuglar.

Interferens Numunelerindeki Biliriibin Konsantrasyonlari

(mg/dL)

0 6 12 17 20

Sistemlerden alinan sonuglar

Sonuc¢ % Sonuc¢ % Sonug¢ % Sonug¢ % Sonug¢ %
1. CE Sistemi
Disiyalo-Tf 0,5 0 0,5 0 0,4 -19 0,5 2 0,4 -18
Trisiyalo-Tf 3,4 0 3,3 -3 31 -8 3,2 -7 3,2 -7
Tetrasiyalo-Tf 79,1 0 78,2 0 78,2 -1 77,5 -2 77,5 -2
Pentasiyalo-Tf 17,0 0 16,9 0 18,3 8 18,8 10 18,9 11
2. CE Sistemi
Disiyalo-Tf 0,7 0 0,8 21 0,8 20 0,7 1 26,9 3805
Trisiyalo-Tf 1,9 0 2,9 54 2,9 51 2,3 19 39,7 1979
Tetrasiyalo-Tf 81,6 0 75,9 -7 76,5 -6 77,3 -5 14,0 -83
Pentasiyalo-Tf 15,8 0 20,3 29 19,8 26 19,7 25 19,4 23

HPLC Sistemi
Disiyalo-Tf 0,22 0 0,39 77 0,25 13 0,40 81 0,05 22,6
Trisiyalo-Tf 0,48 0 0,98 103 1,03 114 0,77 60 0,77 60
Tetrasiyalo-Tf 89,18 0 88,77 0 91,35 2 90,01 1 91,66 3
Pentasiyalo-Tf 10,12 3 9,85 -3 737 27 882 -13 7,52 -26
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Biliriibin interferans ¢alismasinda 1.CE sistemi ile analiz sonuglarinda sadece
disiyalo-Tf’de negatif yonde ve pentasiyalo-Tf de ise pozitif yonde minimal diizeyde
etkilenmeler oldugu saptandi. Disiyalo-Tf’nin 12 mg/dL ve 20 mg/dL biliriibin
diizeylerinden negatif yonde sirasiyla %-19 ve %-18 olarak etkilendigi, Ote yandan
pentasiyalo-Tf'in sadece 20 mg/dL biliriibin i¢in ihmal edilebilir diizeyde %Degisimi
(%11) izlendi. Genel olarak 1. CE sisteminin 12 mg/dL biliriibin diizeylerine kadar
hig etkilenmedigi sonucuna varildi.

2.CE sisteminde biliriibin interferans1 disiyalo-Tf i¢in etkilenmeler pozitif
yonde 6 mg/dL, 12 mg/dL ve 20 mg/dL biliriibin i¢in sirasiyla %21, %20 ve %3805
%Degisim saptandi. Trisiyalo-Tf i¢in 6 mg/dL 12 mg/dL, 17 mg/dL ve 20 mg/dL
biliriibin konsantrasyonlarinda sirasiyla %54, %51, %19 ve %1979 diizeylerinde
pozitif yonde %Degisimler izlendi. Tetrasiyalo-Tf izoformu sadece 20 mg/dL
bilirlibin diizeyinde %-83 oraninda negatif yonde%Degisim gosterdi. Pentasiyalo-
Tfdeki %Degisimler 6 mg/dL, 12 mg/dL, 17 mg/dL ve 20 mg/dL biliriibin
konsantrasyonlar1 i¢in sirasiyla %29, %26 %25 ve %23 olarak pozitif yonde
bulundu. 2. CE sistemi ile Tf izoform analizinde biliriibin i¢in genel olarak pozitif
yonde (20 mg/dL icin tetrasiyalo-Tf %-83 hari¢) %Degisimler izlendi. Ozellikle 20
mg/dL biliriibin diizeyinin tiim izoformlarda ¢ok belirgin sekilde etkilenmeye neden
oldugu saptandi.

HPLC sisteminde ise, tetrasiyalo-Tf disindaki izoformlarin biliriibin
interferansindan  belirgin sekilde etkilendigi, tetrasiyalo-Tf izoformunun ise
etkilenmedigi (%2-3 oranlarinda pozitif yonde minimal) izlendi. Disiyalo-Tf
6 mg/dL, 12 mg/dL, 17 mg/dL ve 20 mg/dL biliriibin konsantrasyonlar1 i¢in sirasiyla
%77, %13, %81 ve %22,6 oraninda pozitif yonde %Degisim gosterdi. Trisiyalo-Tf 6
mg/dL, 12 mg/dL, 17 mg/dL ve 20 mg/dL bilirlibin konsantrasyonlar i¢in sirasiyla
%103, %114, %60 ve %60 %Degisim gosterdi. Pentasiyalo-Tf izoformu ise 12
mg/dL, 17 mg/dL ve 20 mg/dL biliriibin konsantrasyonlarindan sirastyla %-27, %-13
ve %-26 oranlarinda negatif olarak etkilenme gosterdi. Bu degerlendirmeler
icerisinde trisiyalo-Tf izoformunun biliriibin interferansinin her konsantrasyonundan

belirgin etkilendigi goriildii.
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Sekil 4.7 Transferrin izoform analizlerinde biliriibin interferansinin

degerlendirilmesi. A) 1. CE sistemi B) 2. CE Sistemi ve C) HPLC sistemi ile

biliriibin interferans galismasi i¢in hazirlanan 0, 6, 12, 17 ve 20 mg/dL biliriibin

igeren numunelerin % degisimleri.
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4.4.4. Monoklonal Pik Interferens Cahsmasi

Monoklonal piklerin Tf izoform analizinde CE ve HPLC yontemleri iizerinde
interfere edici etkisi olup olmadigi degerlendirildi. Pik paterninin bozuk olup
degerlendirme yapmanin olanaksiz oldugu analizler “etkilenme var" olarak
degerlendirildi 1.CE sistemi ile toplam 29 hasta numunesi degerlendirildi. Bunlardan
%62’sinde etkilenme saptanirken %38’inde etkilenme saptanmadi. HPLC sisteminde
29 hasta numunesi degerlendirildi bunlardan %21’inde etkilenme saptanirken
%79’unda etkilenme saptanmadi. 2.CE sistemi ile 26 hasta numunesi degerlendirildi
bunlardan %73’iinde etkilenme saptanirken %27’sinde etkilenme saptanmadi (Tablo

4.9).

Tablo 4.9. Monoklonal pik interferans ¢alismasi sonuglari.

Etkilenme Var Etkilenme Yok
Say1 % Say1 % Toplam
1. CE Sistemi 18 62 11 38 29
2. CE Sistemi 19 73 7 27 26
HPLC Sistemi 6 21 23 79 29

Monoklonal pik interferans calismasi serum protein elektroforezinde beta-1
ve beta-2 bolgesinde monoklonal pik saptanan numuneler ile gerceklestirildi.
Calisilan numunelerin monoklonal pik bolgelerine (beta-1 ve beta-2 bolgelerine gore
2 gruba ayrildi) ve tiirlerine gore Tf izoform analizlerine olan etkileri Tablo 4.10 de
goriilmektedir. Buna gore 1. CE sistemi ile beta-1 bolgesinde iki IgA-lambda ve iki
IgM-kappa monoklonal pikleri olan numunelerin Tf izoform analizlerini etkiledigi,
bir serbest lambda (F-L) pikinin ise analize etkisi olmadig1 goriildii. 1. CE sistemi ile
beta-2 bolgesinde monoklonal pikleri olan hastalar degerlendirildiginde; 3 1gG-kappa
ve 3 IgG-lambda pikinin analizi etkilemedigi, 11 IgA-kappa numunesinden 8’inin
analizi olumsuz etkilegi 3’lniin ise etkilemedigi, 5 IgA-lambdadan 4’{iniin Tf
izoform analizini etkiledigi birinin ise etkilemedigi saptandi. Ayni1 bolge monoklonal
piki olan birer IgM-K ve 1gD-L numunelerinin ise analizi olumsuz olarak etkiledigi

saptandi.
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Tablo 4.10. Monoklonal pik interferans calismasinda pik tiirii, lokalizasyonu

sistemleri etkileme durumu

n 1.CE 2.CE HPLC
+ - + - + -
Beta-1
IgA -L 2 2 - 1 * 1 1
IgM-K 2 2 - 2 - 1 1
F-L 1 - 1 - 1 1 -
Beta-2
1gG-K 3 - 3 1 2 1 2
IgG-L 3 - 3 3 - 1 2
IgA-K 11 8 3 7 e 1 10
IgA-L 5 4 1 4 1 - 5
IgM-K 1 1 - - 1 - 1
IgD-L 1 1 - 1 - - 1
Toplam 29 18 11 19 7 6 23

(* Bir hasta ¢alisilamadi, ** Iki hasta calisilamadi, +, etkilenme var; -,

etkilenme yok, Ig; immiinglobulin, K; kappa hafif zincir, L;lambda hafif zincir )

2. CE ile yapilan analiz sonuglar1 incelendiginde beta-1 bdlgesindeki bir IgA-
lambda ve iki IgM-kappa monoklonal pikleri olan numunelerin Tf izoform
analizlerini olumsuz etkiledigi, bir serbest lambda (F-L) pikinin ise analize etkisi
olmadig1 izlendi. Beta- 2 bdlgesindeki monoklonal piklerden 3 19G-kappanin birinin
analizi olumsuz diger ikisinin ise etkilemedigi, 3 IgG-lambda pikinin iigiiniin de
analizi etkiledigi, 9 IgA-kappa numunesinden 7’sinin analizi olumsuz etkilegi 2’sinin
ise etkilemedigi, 5 IgA-lambda’dan 4’iiniin Tf izoform analizini etkilerken birinin ise
etkilemedigi saptanmistir. Ayni bolge monoklonal piki olan bir [gM-kappa numunesi
ile yapilan analizin etkisinin olmadig1 ve IgD-lambda ise analizi olumsuz olarak

etkiledigi goriildii.
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HPLC sistemi degerlendirildiginde ise beta-1 bdlgesindeki iki IgA-lambda ve
iki 1gM-kappa monoklonal pik numunelerinden biri analizi etkilerken, digerinin
etkilemedigi goriildii. Serbest lambda (F-L) pikinin ise analize etkisinin oldugu
gorildii. Beta-2 bolgesinde monoklonal pikleri olan hastalar degerlendirildiginde; 3
IgG-kappa ve 3 IgG-lambda piklerinin birer tanesinin analize olumsuz etki ettigi
diger ikisinin ise etkilerinin olmadig1 goriildi. 11 IgA-kappa numunesinden sadece
birinde etkilenme izlendi. IgA-lambda i¢in sadece beta-1 bolgesindeki bir numunede
etkilenme izlendi. IgM-kappa ve IgD-lambda numunelerinin ise bu sistem ile Tf

izoformlar1 analizi lizerine etkilerinin olmadig1 goriildii.

1.CE sisteminde Tf izoform analizinde pik degerlendirmesini olanaksiz kilan
monoklonal pik varligi veya siiphesinde iiretici firma tarafindan "Tetravelent/IS"
numune isleme sollisyonu ile muamuele sonra yeniden analiz Onerilmektedir.
Gelistirilen bu sollisyon insan immiinglobiilin agir ve hafif zincir antiserumu
icermektedir. Bu islem ile monokloanl bantlarin immiin eksiltme yontemi ile
uzaklastirilmasi hedeflenmektedir. Calismamizda Tf izoformlar1 analizleri etkilenen
numuneler numuneler bu islem sonrasi 1.CE ve HPLC sistemleri ile tekrar
degerlendirilerek Tf-paternlerinde diizelme olup olmadigi incelendi. 1. CE
sisteminde etkilenme saptanan 18 hastadan 7’sine bu soliisyon ile muamele sonrasi
hicbirinde diizelme saptanmazken, HPLC sisteminde etkilenme olan 6 hastadan
4’liniin pik paterninde diizelme saptandi ( iki numune hacim yetersizligi nedeniyle

caligilamad).

Calismaya dahil edilen monoklonal gammopati hastasinin (N.A.) serum
protein elektroforezinde beta-1 bolgesinde izlenen pik daha sonra yapilan serum
immiintiplendirme elektroforezinde monoklonal Ig M-kappa olarak saptandi. Bu
hasta numunesinin 1. CE sistemi ile analizinde elektroforez zemininde interferans
oldugu saptandi. Numune islem sonrasi tekrar analiz edildiginde 1.CE sisteminde bu
interferansin kismen giderildigi saptandi. HPLC ile islem oOncesinde pik paterni

bozuk olmasina ragmen islem sonrasi belirgin diizelme saptandi (Sekil 4.8)
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Sekil 4.8. 1.Monoklonal gammopati hastasi (N.A.) ile yapilan monoklonal
pik interferans calismasi. A) Serum immun tiplendirme elektroforezi, B)
HPLC sistemi ile ve C) 1. CE sistemi ile elde edilen Tf izoform analiz

sonugclari.
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Monoklonal gammopatili 2. hastamizin (A.C.) serum protein elektroforezinde
beta-2 bolgesinde izlenen pik daha sonra yapilan serum immiintiplendirme
elektroforezinde monoklonal Ig A-kappa olarak saptandi. Bu serum, 1. CE
sisteminde disiyalo-Tf ve trisiyalo-Tf i¢in girisime neden oldugu ve islem sonrasi
diizelme olmadig izlendi. HPLC sisteminde ise monoklonal pikin girisim yaptig1 ve

islem sonras1 bu interferansin diizeldigi saptandi (Sekil 4.9).

Monoklonal gammopatili 3. hastamiz (C.Y.)’nin serum immiin tiplendirme
elektroforezinde beta-1 bolgesinde Ig A-lambda piki mevcuttur. Bu serum, 1. CE
sistemi ile Tf izoform analizine alindiginda disiyalo-Tf ve trisiyalo-Tf ig¢in
interferansa neden oldugu ve islem sonrasi diizelme olmadigi izlenirken, HPLC
sisteminde de Tf izoform analizine bu monoklonal pikin girisim yaptig1 ve fakat bu

sistem ile islem sonrasinda interferansin diizeldigi saptandi (Sekil 4. 10).

Monoklonal gammopatili 4. hastamiz (E.K.)’nin serum immiin tiplendirme
elektroforezinde beta-2 bolgesinde Ig D-lambda ve serbest lambda pikleri mevcuttur.
Bu serum 1. CE sistemi ile Tf izoform analizine alindiginda disiyalo- ve asiyalo-Tf
icin interferansa neden oldugu ve islem sonrasi diizelme olmadigi izlenirken, HPLC
sistemi ile Tf izoform analizine bu monoklonal pikin girisim yapmadig ve

dolayisiyla ile islem sonrasinda herhangi bir degisim saptanmadi (Sekil 11).

Monoklonal gammopatili 5. hastamiz (H.D.A.)’nin serum immiin tiplendirme
elektroforezinde beta-2 bolgesinde Ig A-kappa piki mevcuttur. Bu serum 1. CE
sistemi ile Tf izoform analizine alindiginda disiyalo-Tf ve trisiyalo-Tf i¢in
interferansa neden oldugu ve islem sonrasi diizelme olmadig: izlenirken, HPLC
sistemi ile Tf izoform analizine bu monoklonal pikin girisim yapmadig1 izlendi ve

dolayisiyla ile islem sonrasinda herhangi bir degisim saptanmadi (Sekil 4.12).

Monoklonal gammopatili 6. hastamiz (M.O.)’in serum immiin tiplendirme
elektroforezinde beta-2 bolgesinde Ig A-kappa piki mevcuttur. Bu serum 1. CE
sistemi ile Tf izoform analizine alindiginda Tf izoformlarinin elektroforetik paternine
degerlendirilemeyecek sekilde interferansa neden oldugu ve islem sonrasi diizelme
olmadig1 izlenirken, HPLC sistemi ile Tf izoform analizine bu monoklonal pikin
girisim yapmadigi izlendi ve dolayisiyla ile islem sonrasinda herhangi bir degisim

saptanmadi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.9. 2. Monoklonal gammopati hastas1 (A.C.) ile yapilan monoklonal
pik interferans calismasi. A) Serum immun tiplendirme elektroforezi, B)
HPLC sistemi ile ve C) 1. CE sistemi ile elde edilen Tf izoform analiz

sonugclari.
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Sekil 4.10 3.Monoklonal gammopati hastas1 (C.Y.) ile yapilan monoklonal
pik interferans calismasi. A) Serum immun tiplendirme elektroforezi, B)
HPLC sistemi ile ve C) 1. CE sistemi ile elde edilen Tf izoform analiz

sonugclari.
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Sekil 4.11 4.Monoklonal gammopati hastas1 (E.K.) ile yapilan monoklonal
pik interferans calismasi. A) Serum immun tiplendirme elektroforezi, B)
HPLC sistemi ile ve C) 1. CE sistemi ile elde edilen Tf izoform analiz

sonugclari.
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Sekil 4.12 5 Monoklonal gammopati hastas1 (H.D.A.) ile yapilan monoklonal
pik interferans calismasi. A) Serum immun tiplendirme elektroforezi, B)
HPLC sistemi ile ve C) 1. CE sistemi ile elde edilen Tf izoform analiz

sonugclari.
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Sekil 4.13 6. Monoklonal gammopati hastas1 (M.O.) ile yapilan monoklonal
pik interferans calismasi. A) Serum immun tiplendirme elektroforezi, B)
HPLC sistemi ile ve c¢) 1. CE sistemi ile elde edilen Tf izoform analiz

sonugclari.
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4.5. Konjenital Glikozilasyon Defekti Saptanan Hasta Bulgular:

Transferrin izoformlar1 analizi CDG hasta taramasi amaciyla 1. CE sistemi ile
laboratuvarimizda rutin olarak ¢alisilmaktadir. Noraminidaz ile hazirlanan ve Tf nin
tiim izoformlarini igeren serum ile sistem kalibrasyonu yapildi ve bdylece tanida
onemli yeri olan Tf’nin hiposiyale izoformlar1 ve gelis zamanlar1 optimize edildi
(Sekil.4.14). Rutin karsilastirma ¢alismasi siirecinde 1. CE sistemi ile CDG siiphesi
olan numuneler HPLC sistemi ile de c¢alisilarak karsilastirildi. Bu hasta sonuclari
Sekil 4.15-18 ve Tablo 4.11-14'de verildi. Bu hastalarin saptandigi c¢alisma
doneminde 2. CE sisteminin laboratuvarda kurulu olmamasi nedeni ile karsilastirma

mimkin olamadi.

A 4 60 B 00 120 140 160 180 200 20 24-02632803})0

Sekil 4.14. Noraminidaz ile hazirlanan ve Tfnin tiim izoformlarini igeren

serumun 1. CE sistemindeki analiz sonucu
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Sekil 4.15. 1. CDG hastasi1 (B.A) i¢cin Tf izoform elektroforez paterni ve A) 1.

CE sistemi ile B) HPLC sistemi kromatogrami.

Tablo 4.11. 1. CDG hastas1 (B.A) i¢in 1.CE ve HPLC sistemlerinde saptanan

Transferrin izoformlari.

1. CE Sistemi HPLC Sistemi

Asiyalo-Tf 20,5 23,0
Monosiyalo-Tf - -
Disiyalo-Tf 36,6 51,8
Trisiyalo-Tf 0,9 0,2
Tetrasiyalo-Tf 21,7 21,6
Pentasiyalo-Tf 2,6 3,4
Hekzasiyalo-Tf 8,5 -
Heptasiyalo-Tf 9,2 -
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Sekil 4.16. 2. CDG hastas1 (B.C) i¢in Tf izoform elektroforez paterni
ve A) 1. CE sistemi ile B) HPLC sistemi kromatogrami.

Tablo 4.12. 2. CDG hastas1 (B.C) i¢in 1.CE ve HPLC sistemlerinde saptanan

Transferrin izoformlari.

1. CE Sistemi HPLC Sistemi
Asiyalo-Tf 10,4 6,4
Monosiyalo-Tf - -
Disiyalo-Tf 31,2 339
Trisiyalo-Tf 0,6 11,3
Tetrasiyalo-Tf 40,6 33,1
Pentasiyalo-Tf 17,2 15,3

Hekzasiyalo-Tf - -
Heptasiyalo-Tf - -
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Sekil 4.17. 3. CDG hastas1 (E.B.) i¢in Tf izoform elektroforez paterni ve A)
1. CE sistemi ile B) HPLC sistemi kromatogramau.

Tablo 4.13. 3. CDG hastasi (E.B.) i¢in 1.CE ve HPLC sistemlerinde saptanan

Transferrin izoformlari.

1. CE Sistemi HPLC Sistemi

Asiyalo-Tf 3,7 8,1
Monosiyalo-Tf - -
Disiyalo-Tf 9,5 21,5
Trisiyalo-Tf 0,6 0,3
Tetrasiyalo-Tf 60,4 61,3
Pentasiyalo-Tf 9,8 8,8
Hekzasiyalo-Tf 13,2 -
Heptasiyalo-Tf 2,8 -
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Sekil 4.18. 4. CDG hastas1 (M.0O.S.) i¢in Tf izoform elektroforez paterni ve A) 1. CE

sistemi ile B) HPLC sistemi kromatogrami.

Tablo 4.14. 4.CDG hastast (M.O.S.) i¢in 1.CE ve HPLC sistemlerinde saptanan Tf

izoformlari.

1. CE Sistemi HPLC Sistemi
Asiyalo-Tf 15,6 37
Monosiyalo-Tf 0,6 -
Disiyalo-Tf 42,7 39,2
Trisiyalo-Tf 2,6 0,9
Tetrasiyalo-Tf 31,6 19,7
Pentasiyalo-Tf 51 3,2
Hekzasiyalo-Tf 0,9 -

Heptasiyalo-Tf 0,9 -
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5. TARTISMA

Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarina Mayis 2015 -
Mayis 2016 tarihleri arasinda CDG taramasi amaci ile transferrin izoformlarinin
analizi i¢in kabul edilen numuneler yontem karsilastirma calismasinda kullanildi.
Toplam 36 numune 1. CE sistemi ile ¢alisilirken, 29 numune 2. CE sistemi ile ve 35
numune HPLC sistemi ile ¢alisildi. Tiim numuneler, ¢alismalarin tiimiine yetecek
hacimde olmamasi nedeni ile tiim sistemlerde esit sayida calisilamadi. CDG tarama
hasta profilinde erkek hasta yilizdesinin (%64) kadin hasta (%36) ylizdesine gore
belirgin olarak fazla oldugu izlendi (Tablo 4.1). Hastalarin tamamina yakininin
pediatri kliniklerinden geldigi ve yas ortalamasinin 14'{in altinda oldugu saptandi. Bu
hastalarin yas ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplandiginda 1.CE, 2. CE ve
HPLC sistemlerine ait degerler sirasiyla 14,4 (+19,69), 11,7 (£15.,4) ve 13,3 (£18,7)
olarak bulundu. Standart sapmalarin bu kadar biiylik olmasi hastalarin biiyiik
cogunlugunu c¢ocuk kliniklerinden gelen numuneler olusturmasina ragmen erigkin
yasta (46, 51, 71 ve 81 yas) birka¢ hastanin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.
Cocuk hastalardan rutin laboratuvar tetkiklerinde minimal diizeylerde kan alinmasi,
calismamiz i¢in rutin disinda ilave kan istemi yapilamamasi nedeni ile tiim

numunelerin her ii¢ sistemde ¢aligilmas1 miimkiin olmadi.

Her ii¢ sistemin analitik performasin1 degerlendirmek amaci ile yapilan giin
ici ve glinler aras1 varyasyon (%CV) calismasinda 6zellikle disiyalo-Tf i¢in ¢ok
yiiksek degerler bulundu (Tablo 4.5). Tetrasiyalo-Tf izoformlart giin igi %CV
degerleri 1.CE, 2. CE ve HPLC sistemlerinde sirasi ile 0,85, 2,36 ve 2,93 olarak ve
giinler aras1 %CV degerleri de sirasi ile 3,72, 1,61 ve 5,28 olarak bulundu. Trisiyalo-
Tf %CV degerleri 1. CE sisteminde diger sistemlerden diisiik bulunurken;
pentasiyalo-Tf %CV degerleri 2. CE sisteminde diger sistemlerden daha diisiik
olarak bulundu. Disiyalo-Tf i¢in bulunan yiiksek sonuglarin, ¢alismada kullanilan
serum havuzunda disiyalo-Tf izoformunun yiizde degerinin ¢ok diisiik olmasindan
(ortalama %0,53-0,63) kaynaklandig1 diisliniildii. Tetrasiyalo-Tf i¢in bulunan %CV
tim yontemlerde diisiik olarak bulundu. Calisilan serum havuzu igin, tetrasiyalo-Tf
en yiiksek yiizdeye sahip (ortalama %78-85) izoformdu. 2008 yilinda yapilan bir
calismada bizim calisigimiz 1. CE sistemi farkli bir HPLC sistemi ile
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karsilastirilmistir. Bu ¢aligmada da bizim bulgularimizla uyumlu olarak, giin igi ve
giinler aras1 %CV degerleri diisiik ylizdeye sahip Tf izoformlar i¢in %9-19 olarak
yiiksek %CV  degerler bildirilmistir. Ote yandan, yiiksek yiizdeye sahip Tf
izoformlar1 i¢in %CV degerleri %1,43-2,9 arasinda bulunmustur. Sebia 2 capillarys
ile Helena Biosciences’ V8 kapiller sistemlerini CDT 6lgiili agisindan karsilagtiran
bir ¢alismada giin i¢i varyasyon hesaplamalari sonucunda bu iki sistemden elde
edilen giin i¢i iki sonug¢ arasinda ¢ok kiigiik fark goézlemlenmis (%CV degerleri
strastyla %0,9 (£0,08) ve %0,8 (+0,06)) ve glinler aras1 varyasyon g¢alismasinda da
benzer sonuglar elde edilmistir (%CV degerleri sirasiyla %0,9 (+0,08) ve %0,7
(£0,09)) (130). Bizim g¢aligmamizda, bu g¢alismadan farkli olarak CDT degerleri
yerine her bir izoform tek tek degerlendirildi. Disiyalo-Tf diizeyleri i¢in elde %CV
degerleri bu calismadaki CDT i¢in elde edilen sonuglar karsilastirildiginda, daha
yiiksek (disiyalo-Tf i¢in giin i¢i ve giinler aras1 %CV degerleri sirasiyla 1.CE sistem
icin %14,60- %23,57 ve 2. CE %22,46- %21,55) oldugu gorildi. CE (Beckman
Coulter) ve HPLC (Shimadzu Europe) sistemleri ile Tf izoformlar1 analizinde CDT
degerlerinin karsilastirildigi bagka bir caligmada, hesaplanan giin igi varyasyonlar CE
i¢in < %3 iken HPLC i¢in ise <%2,9 olarak bildirilmistir. (131). Giin igi ve gilinler
arast varyasyon (%CV) calismamizda, 1.CE sisteminin performansinin diger
sistemlere gore Ustlnlik gosterdigi izlendi. Bunun nedeninin 1. CE sisteminde
izoform ayirimlarinin yazilim ile otomatik olarak yapilmasi oldugu diisiiniildii. Diger
iki sistemde (HPLC sisteminde ve 2.CE sisteminde) Tf izoformlar1 ayirimi manuel
olarak yapildi. Tf izoformlarinin otomatik belirlenmesinin diisiik %CV degerlerini

sagladig1 sonucuna varildi.

Hasta numunelerinin Tf izoformlar1 analiz sonuglar1 incelendiginde sinif ici
korelasyon analizi ile her ii¢ sistemin birbirleri ile ve de ikiserli olarak karsilastirildi
(Tablo 4.3 ve Tablo 4.4). Ug sistemin smif ici korelasyon analizi ile elde edilen
korelasyon katsayilar1 bu yontemlerden elde edilen sonuglarin birbirleri ile uyumlu
olmadigin1 gdsterdi. Sistemlere ikiserli olarak smif i¢i korelasyon analizi
uygulandiginda ise en kabul edilebilir sonucun trisiyalo-Tt degerlendirmesinde 1.CE
ve 2.CE sistemleri arasinda oldugu (sif i¢i korelasyon degeri: 0,688) diger
karsilastirma sonuglariin birbirleriyle uyumlu olmadiklar1 goériildii. Bunun yaninda

tic sistemden elde edilen sonuglar ayni zamanda Bland-Altman analizi ile de
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degerlendirildi. Sonuglar incelendiginde disiyalo-Tf i¢in sistemler arasinda uyum
izlendi (Sekil 4.1). Trisiyalo-, tetrasiyalo- ve pentasiyalo-Tf izoformlar1 igin
sistemler arasinda uyum izlenmedi. Yontemler arasinda disiyalo-Tf izoformlarinin
uyumlulugu bu sistemlerin 6zellikle CDT analizleri i¢in gelistirilmis olmasina bagh
oldugu diistiniildii. CDT analizlerinde asiyalo-Tf, monosiyalo-Tf ve disiyalo-Tf
izoformlar1 degerlendirilmekte ve bu amagla gelistirilen yontemlerin de birbiri ile bu
izoformlar1 belitflemede uyumlu sonuglar vermesi beklenmektedir. Ote yandan,
disiyalo-Tf i¢in izlenen uyum diger izoformlar i¢in saptanmadi. Bu farkliligin, 2. CE
sistemi ve HPLC sisteminde analizlerin manuel yapilmasindan kaynaklandigi
disiiniildii. Manuel pik aymrimlarinin standardize edilememesi nedeni ile bir
dezavantaj oldugu sonucuna varildi. Ozellikle tiim Tf izoform paterninin birlikte
yorumlanmasinin gerektigi CDG tarama analizleri i¢in 1.CE gibi otomatize
analizlerin tercih edilmesi gerektigi diistintildii. Sebia 2 capillarys CE sistemi ile
Helena Biosciences V8 CE sistemlerini karsilastiran bir c¢alismada 150 hasta
numunesi bu iki sistem ile c¢alisilmis ve elde edilen CDT sonuglar
degerlendirilmistir. Bu calismada sonuglar t testi ile karsilastirildiginda iki sistem
arasinda belirgin farklilik gdézlenmistir (p=0, 015). Regresyon analizi ile iki metod
arasinda korelasyon (r°=0.9336 y=0.985x-0.557) saptanmustir. Helena CE sisteminin
negatif biast goriilmiistiir. hasta numuneleri ve kalite kontrol materyallerinin
sonuclart Helena Biosciences V8 CE sisteminde diisiik oldugu bildirilmistir. Bu
caligma ile her iki analizorle yapilan CDT o6lgiimlerinin klinik konsantrasyon ile
korele oldugu gosterilmistir (130). Calismamizda da iki kapiller sistem sonuglari
arasinda disiyalo-Tf hari¢ uyumluluk bulunmamasi bu ¢alisma ile uyumlu olarak

degerlendirildi.

Bir baska calismada ise, Sebia 2 kapiller sistemi, Beckman Coulter kapiller
sistemi ve Shimadzu HPLC sisteminin CDT 6l¢timii igin karsilastirilmistir. HPLC
sistemi ile Sebia CE sistemi arasinda diisiik korelasyon saptanmistir. Yazarlar, bu
farkliligr sistemlerin farkli analitik ayirma mekanizmalart ve farkli dedeksiyon
kosullar ile iliskilendirilmistir. Bu ¢alismada, Sebia 2 multikapiller sisteminin CDT
analizinde yiiksek verimlilikle g¢alistigini  ve  analitik  performans ve
tekrarlanabilirligin oldukca iyi oldugunu belirmektedirler. Bu sistemin immiinassay

metoduna gore interferanstan daha az etkilendigini, klinik laboratuvarlarda rutin
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tarama amacl kullanima uygun oldugu belirtilmis, yine de baska bir yontem ile
dogrulanmasi gerektigini de eklemislerdir. Yazarlar, teorik olarak HPLC sisteminin
analitik ayristirma tekniginin kapiller sistemlere gore {istiin oldugunu da ileri

stirmiislerdir (132).

Transferrin izoformlarinin 6l¢iimiinde CDG tanisinda tiim izoformlarin
analizine olanak taniyan IEO onerilen yontem olmasina ragmen zaman alic1 ve ugras
gerektirmesinden dolayr rutin analize uygun degildir. Bu nedenle, bunun yerine CE
sisteminin kullanilip kullanilamayacagini arastirmak amaciyla yapilan bir ¢aligmada
792 serum numunesi CE (Beckman Coulter P/ACE 5000 sistemi ve 214 nm’de
absorbans dedektorii) ile taranmis ve anormal profil veya beklenmeyen pik
sergileyen numuneler IEO ile tekrar analiz edilmistir. Calismanin sonucunda
hastalarin %95'inde normal profil izlenmistir. Hastalarin %5'inde ise CDG siipheli
transferrin paterni saptanmistir. Bu %5 numune IEO ile analiz edildiginde CE ile
benzer sonuglar elde edilmis ve tami igin ileri basamak analiz yontemleri
uygulanmistir. Bu ¢alismada kullanilan CE sisteminin IEO’ya alternatif iyi bir sistem
oldugu sonucuna varilmigtir (133). Ancak bu CE sistemi otomatize bir sistem
degildir. Bizim ¢alismamizda bu sistemden farkli iki CE sistemi degerlendirilmistir.
iki CE sisteminin interferans yoniinden birbirinden biiyiik farkliliklar gosterdigi
bulunmustur. Kapiller elektroforez sistemleri arasinda kullanilan sistemlerin tampon,
elektroforez voltaji, ayirim siiresi ve dedeksiyonlarindaki farkliliklarin performaslar

belirgin olarak etkiledigini gostermistir.

Sebia CE (Capillarys 2™ sistemi, SEBIA, France) sistemi ile HPLC sistemini
(iyon degistirici kolon SOURCE®15Q PE 4.6/100 anyon degistirici, GEHealthcare)
karsilastiran baska bir ¢aligmada bu iki sistem arasindaki korelasyonun oldukga iyi
oldugu gosterilmistir (134). CDT o6lgiimiinde Sebia ve Helena CE analizérlerinin

IFCC referans metodu olan HPLC ile iyi korelasyon gosterdigi goriilmiistiir (135).

Transferrin izoformlariin analizinde HPLC ve CE sistemlerinin ayr1 ayri
ICP—MS (Inductively coupled plasma mass spectrometry) ile kombine edilerek
yapilan karsilastirma ¢alismasinda HPLC sistemi ile yapilan analizin selektivitesi ve
analitik performanslar1 agisindan karsilastirildiginda Tf izoformlarin1 degerlendirmek

icin daha uygun oldugu sonucuna varilmistir (136).
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Yine bir bagka ¢alismada, CDT 6l¢iimii yoniinden CE (Beckman Coulter) ve
HPLC (Shimadzu Europe) sistemleri karsilagtirilmistir. Saptama simirt yoniinden
HPLC ile CE karsilastirilmig, HPLC sisteminin daha duyarli oldugu saptanmustir.
HPLC sisteminin CE sistemine olan bu istiinliigli dedeksiyonda kullanilan dalga
boyunun CE sisteminin proteine 0zgii dalga boyu olan 200 nm iken HPLC
sisteminde ferrik iyona 6zgii 460 nm olmasina baglanmistir. Giin i¢i varyasyon
calismasinda CE sisteminde SD<%3 ve HPLC sisteminde SD <%2,9 olarak
bildirilmistir. CDT degerleri yiliksek olan 97 hastanin CE sistemi ile HPLC sistemleri
arast iyi bir korelasyon (r=0.9849; P<0.001) bulunmustur (131). Ancak, biz
calismamizda HPLC ve 2.CE sisteminde disiyalo-Tf i¢in yiiksek %Cv ve kotii bir
korelasyon izledik. Bunun nedeninin disiyalo-Tf degerlerinin diisiik olmasina bagl
oldugunu diisiindiik.

Analitik yontemlerde interferanslar analiz sonuglarinin hastaligi saptama
olasiligin1 azaltabilmekte veya saglikli bireylerin hasta olarak degerlendirilmesine
neden olabilmektedir. Yontemlerin validasyon ¢alismalarinda bu nedenle interferans
caligmalarinin da yapilmas: gerekmektedir. Genel olarak hemoglobin, biliriibin veya
trigliserid gibi etkenlerin analizlerde interferans yaptigi bilinmektedir. Konjenital
glikozilasyon bozuklugu tarama analizleri genel olarak yenidogan ve bebeklik
doneminde yapilmaktadir ve bu yas grubundaki hastalarda kan aliminda yasanan
zorluklar nedeni ile hemolizli numuneler siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. Yine ¢ocuk
hastalarda aglik kani alinamadigindan lipemi ve Ozellikle yenidoganlarda sikca
karsilagtigimiz  biliriibineminin yontemlere olan etkileri degerlendirildi. Serum
protein elektroforezinde Tf beta bolgesinde ilerlemektedir. Bu nedenle bir diger
interferans etkeni olarak beta bolgesinde izlenen monoklonal piklerin sistemlere

etkileri de ¢caligmamizda degerlendirildi.

Interferans calisma sonuglar1 CDT igin belirlenen CLIA’88 kriterine gore
degerlendirildi. Caligilan hemoglobin, biliriibin veya trigliserid igeren interferans
numuneleri ile yapilan analizlerde %10’dan fazla (negatif veya pozitif yonde)
degisim saptanmasi durumunda 6l¢limiin etkiledigi kabul edildi.

Hemoglobin interferansinin 6zellikle disiyalo-Tf tizerinde negatif yonde etkisi
saptand1  (Sekil 4.6). CDT analizlerinde kesinlikle hemolizin 125 mg/dL
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diizeylerinden itibaren kabul edilmemesi gerektigi sonucuna varildi. Disiyalo-Tf
diger formlara gore daha diisik oranlarda bulundugu ig¢in % Degisim diger
izoformlara gore daha fazla izlenmektedir. Yine CDG analizlerinde ozellikle
hiposiyale izoformlarin yanlis yorumlanmasina neden olacagi igin analiz 6ncesi Hb
konsantrasyonun &lgiimiiniin de gerekli oldugu diisiiniildii. Ozellikle 125 mg/dL ve
tizerinde Hb bulunan numunelerde analiz yapilmamasi gerektigi sonucuna varildi.
Calismada ele aldigimiz iki farkli  kapiller elektroforez sisteminin Hb
interferansindan farkli yonlerde etkilendigi saptandi. 1. CE sistemi tetrasiyalo-Tf
degerlendirmesinde etkilenme gostermezken, 2. CE sisteminin negatif yonde
etkilendigi saptandi. Bu farkliligin, kapiller elektroforez sistemlerinde, farkli dalga
boylarinin (1.CE sisteminin 200 nm ve 2. CE sisteminin 220 nm) kullanilmasindan,
kullanilan tampon igeriklerinden, elektroforez kosul ve siirelerinden kaynaklandigi
distiniildi.

Hemoliz interferans calismasinda, HPLC sisteminin de belirgin olarak
etkilendigi belirlendi (Sekil 4.6 ve Tablo 4.7). Bu etkilenmenin sistemin 460 nm
dalga boyunda okuma yapmasina bagli oldugu diisiiniildii. 2009 yilinda yapilan bir
calismada demir iceren molekiillere spesifik dalga boyu 460 nm’de dl¢iim yapan bir
bagka HPLC sisteminin hemoglobin-haptoglobin gibi molekiillerin interferansina
acik oldugu bildirilmektedir. Yazarlar, hemoglobin interferansindan kaginilmasi igin
200 nm dalga boyunda 6l¢iim yapan CE sisteminin kullanilmasini 6nermektedirler
(137). Yine bizim ¢alismamizdaki 2. CE sistemi ile CDT o6l¢iimiinde hemoglobin
etkisinin incelendigi bir ¢alismada 150 mg/dL Hb konsantrasyonundan itibaren dogru
Olgiimler yapilamayacagi bildirilmistir (126). Calisma sonuglarimiz litertiir ile

uyumlu bulunmustur.

Hemolizin etkisine baktigimiz interferans calismasinda, 1. CE sisteminde
disiyalo-Tf i¢in 125 mg/dL Hb konsantrasyonlarindan itibaren negatif yonde
etkilesim oldugu saptandi. 2. CE sisteminde 1se 250 mg/dL Hb
konsantrasyonlarindan itibaren etkilesim oldugu izlendi. 2008 yilinda yapilan bir
calismada da bizim c¢alistigimiz 1. CE sistemi farkli bir HPLC sistemi ile CDT
analizleri yoniinden karsilastirilmis ve 200 mg/dL. Hb diizeylerinden itibaren
yontemlerin etkilendigi ve disiyalo-Tf 6l¢iimiiniin miimkiin olmadigi bildirilmistir

(138).
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Hemoliz etkisi i¢in tiim izoformlar bir arada degerlendirildiginde, en az
degisimin 1.CE sisteminde oldugu saptandi. Ayrica 1. CE ve HPLC yontemleri igin
hemolizden en az etkilenen izoformun tetrasiyalo izoformu oldugu saptandi.
Ozellikle CDT analizleri s6z konusu oldugunda 125 mg/dL Hb diizeylerinden
itibaren hemolizin negatif interferansa neden oldugu saptandi. Yine CDG
taramalarinda da yanlis negatif sonuglara neden olabilecegi diisiiniildii. Bu nedenle,

hemolizili numunelerin kesinlikle red edilmesi gerektigi sonucuna varildi.

Lipeminin, ¢alismada karsilastirdigimiz sistemlere etkisi degerlendirildigide,
en kabul edilebilir sonuglarin 1.CE sistemi ile elde edildigi goriildii (Sekil 4.6 ve
Tablo 4.7). Bu sistem ile analizde sadece disiyalo-Tf 750 mg/dL trigliserid
konsantrasyonunda %20 ve  pentasiyalo-Tf 3000 mg/dL trigliserid
konsantrasyonunda %14 pozitif yonde degisim gosterdigi saptandi. 2. CE sistemi ile
analizde tetrasiyalo-Tf izoformunda etkilenme goriilmedi. Bunun yaninda lipemiden
disiyalo- ve trisiyalo-Tf izoformlar1 negatif yonde etkilenirken pentasiyalo-Tf
izoformunun pozitif yonde etkilendigi saptandi. Olgiilen Tf izoformlarindan
tetrasiyalo-Tf analizlerinde ii¢ sistemde de etkilenme izlenmedi. HPLC sisteminde,
2. CE sisteminde gore daha yiliksek oranda etkilenme gosterdigi saptandi. Lipemik
serumlarin  300-700 nm arasinda spektrofotmetrik interferansa neden oldugu
bilinmektedir (139). Bu nedenle, lipemiden en fazla HPLC yo6nteminin
etkilenmesinin bu sistemin 460 nm dalga boyunda dedeksiyon yapmasindan
kaynaklandigr sonucuna varildi. Lipemik numunelerde 1.CE sisteminin diger
sistemlere kiyasla tercih edilebilir oldugu sonucuna varildi. Bunun yaninda CDT ve
CDG taramalar1 amaciyla laboratuvarlara gelen numunelerde en fazla 6nem arz eden
izoform olan disiyalo-Tf 6lgtimii olmast nedeniyle HPLC sistemi kullaniliyorsa 750
mg/dL, 2. CE sistemi kullaniliyorsa 1500 mg/dL ve iizeri trigliseridi olan
numunelerle yapilan analiz sonuglarinin giivenilir olmadigt sonucuna varildi. 1.CE
sisteminin bizim ¢alismamizdan farkli bir HPLC sistemi ile karsilastirildigi baska bir
calismada bu iki sistemin CDT Ol¢limiinde lipemiden etkilenmedigi bildirilmistir
(138). Degisen trigliserid diizeylerinin 2. CE sistemi ile CDT 06l¢limiine etkisinin
incelendigi ¢alismada 9,41 mmol/L (832 mg/dL) trigliserid konsantrasyonuna kadar

Ol¢limiin etkilenmedigi saptanmistir (126).
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Biliriibin interferans c¢alismamizda, 1.CE sisteminin disiyalo-Tf i¢in 11,5
mg/dL  diizeylerinden baslayarak etkilendigini ve diger izoform analizlerinin
etkilenmedigi belirlendi (Sekil 4.7 ve Tablo 4.8). 2.CE sisteminin, tetrasiyalo-Tf i¢in
sadece 20 mg/dL'de, diger tiim izoformlar i¢in 6 mg/dL biliriibin diizeylerinden
baslayarak negatif %Degisim gosterdigi saptandi. Total biliriibin diizeylerinin 2. CE
sistemi ile CDT o6l¢timiinde olan etkisinin incelendigi bir ¢alismada 15 mg/dL (256,5
umol/L) trigliserid konsantrasyonuna kadar Ol¢limiin etkilenmedigi saptanmistir
(126). Bizim calismamizda bu sistemin 6 mg/dL diizeylerinden itibaren etkilendigi
saptanmistir. HPLC sisteminin tetrasiyalo-Tf haric 6 mg/dL biliriibin diizeylerinden
sonra etkilenmeye basladig1 izlendi. 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada 1. CE sistemi
farkli bir HPLC sistemi ile karsilagtirilmis ve her iki yontemin de biliriibinemiden
etkilenmedigi bildirilmistir (138). Bizim ¢alismamizda karsilastirilan farkli bir HPLC
sistemi olup biliriibin interferans1 gostermistir. Bu HPLC sistemi igin
bizimgalismamiz diginda bir interferans ¢alismasi literatiirde bulunamamistir. Bu

HPLC sistemi i¢in ¢alismamizin bu yonden bir katki saglayacag: diistiniilmektedir.

Serum protein elektroforezinde Tf beta bolgesinde ilerlemektedir. Kapiller
elektroforez ile Tf izoform analizlerinde, beta bdlgesinde birlikte ilerleyen
komponentlerin etkilesimleri s6z konusu olabilmektedir. Bu nedenle beta-1 ve beta-2
bolgesinde artmis diizeyde baska bir protein bulunmasi Tf izoform analizinde yanlis
degerlendirmelere neden olabilmektedir (68). Transferrin izoformlar1 analizinde
hastalarda monoklonal pik olmasi durumunda 6l¢limler etkilenmektedir. Bu bolgede
Ozellikle monoklonal bantlarin interferanst bilinmekte ve oOnlem olarak bu
numunelerin  immiin eksiltme uygulamalar1 ile bir on islemden gecirilmesi
onerilmektedir (133). Calismamizda bu nedenle, serum protein elektroforezinde beta
bolgesinde monoklonal piki olan bir grup numune ile de interferans calismasi
yapildi. Pik tiiriine gore aymrim yapilmadan, beta-1 veya beta-2 bolgelerinde
monoklonal piki olan hastalarin serum numuneleri ¢calismaya dahil edildi. Bu nedenle
monoklonal pik gruplart esit olarak secilemedi. Yine bu calismada hastalarin
laboratuvara gonderilen numune miktarlar ile kisitl numune miktar1 nedeniyle her
lic sistemle de ¢alisma tamamlanmaya c¢alisilmistir. Bu nedenle toplam ¢alisilan
hasta sayilar1 arasinda farklar meydana gelmistir (Tablo 4. 9). Pik gesitleri ve Tf

izoform analizindeki profil izerindeki etkileri degerlendirildi (Sekil 4.8-14 ve Tablo
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4.10). Pik patterni degerlendirilemeyen hastalar “etkilenme olan” olarak
gruplandirildi.  Ardindan, 1. CE sisteminin gelistirdigi "Tetravalent/IS" immiin
eksiltme soliisyonu ile (insan immiinglobiilin agir ve hafif zincir antiserumu
icermektedir) muamele sonrasi analiz tekrar edildi. Calismanin bu kismi, 2.CE
sistemi laboratuvarimizda kisith siire kurulmus olmasi nedeni ile sadece 1. CE ve
HPLC sistemlerinde gergeklestirilebildi. Bu ¢alismada hacim yetersizligi nedeni ile
monoklonal pikten etkilenen numunelerin tamami antiserum ile muamele
edilememistir. 1.CE sistemi ile toplam 29 hasta numunesi degerlendirildi. Bunlardan
%62’sinde etkilenme saptanirken %38’inde etkilenme saptanmadi. 2.CE sistemi ile
26 hasta numunesi degerlendirildi bunlardan %73’iinde etkilenme saptanirken
%27’sinde etkilenme saptanmadi HPLC sisteminde 29 hasta numunesi
degerlendirildi bunlardan %21’inde etkilenme saptanirken %79’unda etkilenme
saptanmadi. (Tablo 4.10). Bu calismada, beta bolgesindeki monoklonal piklerin en az
HPLC sistemini etkiledigi saptandi. Monoklonal pikler elektroforezde bulunduklari
bolgeye gore beta-1 ve beta-2 olmak iizere iki gruba ayrildi. Pik bolgeleri ve tiirleri
Tablo 4.10'da goriilmektedir. Tf izoform analizinde etkilenme saptanan numuneler
immiin eksiltme islemisonrasi tekrar analiz edilerek Tf paterninde diizelme olup
olmadig1 incelendi. Buna gore, 1. CE sistemi ile etkilenme saptanan 18 hastadan
7’sinde diizelme saptanmazken, HPLC sisteminde etkilenme olan 6 hastadan 4’iinde
diizeltme saptandi (HPLC sisteminde etkilenme olan diger iki numune ise hacim
yetersizligi nedeniyle bu isleme tabi tutulamadi). HPLC yonteminin de beta
bolgesindeki monoklonal bantlardan etkilendigi ve kapiller elektroforez kiti i¢in
gelistirilen numune isleme reaktifi ile bu etkilenmenin uzaklastirildigi saptandi.
Yaptigimiz literatiir arastirmasinda bu konuda bir ¢aligmaya rastlanmadi. Bu tiir
interferanslarda HPLC yontemi i¢in de bu anti-serum uygulamasinin yararl oldugu
sonucuna varildi. Anti-serumun beta bolgesinde monoklonal kompanentler igin
yetersiz kaldig1 ve bu nedenle bu numunelerde 1.CE sisteminde basarili sonuglar elde
edilemedigi diisiiniildii. Yapilan bir ¢alsmda, 2. CE ile CDT 6l¢iimiinde monoklonal
piklerin analiz iizerine etkilerinin incelenmis, beta bolgesinde yer alan monoklonal
kompanentlerin interfere edici etkisi bildirilmistir (68). Baska bir ¢alismada ise

artmis Ig A diizeylerinin Tf 6lgtimiinde etkilesime neden oldugu bildirilmistir (140).
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Caligmamizda monoklonal piklerin konsantrasyonlari ile etkilesimler arasinda bir

iligki saptanmamustir.

Transferrin izoformlar1 analizinde CDG siipheli olarak saptan numuneler
1.CE sistemine ek olarak HPLC sistemi ile degerlendirildi. Her iki sistem ile uyumlu
paternler elde edildi (Sekil 4.15-18 ve Tablo 4.11-14) . Belirgin olarak disiyalo-Tf ve
asiyalo-Tf artig1 saptanan hastalarda Tip I CDG diisliniildii. Bu hastalar kesin tani,

hastalik tiplendirmesi amaciyla genetik tan1 merkezlerine yonlendirildi.

Transferrin  izoformlar1 analizinde kullanilan farkli pek¢ok yontem
bulunmaktadir. Bu yontemlerin birbirlerine olan iistiinliik ve dezavantajlarini
saptamak amaciyla birgok calisma yapilmistir. 2007 yilinda CDG tanisindaki
yontem karsilagtirma ¢aligmasinda kromatografik yontemlerin dogruluk ve
kesinliginin elektroforetik yontemlere kiyasla daha iyi olmakla beraber duyarlilik ve
Ozgiilliiklerinin daha diisiik oldugu bildirilmistir (42). Baska bir ¢alismada CE
sisteminin analitik metodlarda aranan kriterleri yerine getirmesi, yiiksek analitik
performansa sahip olmasi gibi nedenlerle laboratuvarlarda tarama testi olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (126).

Yapilan bir ¢alismada bir HPLC sistemi (SOURCE® 15Q anion-exchange
column Amersham Biosciences) farkli bir CE (CEofixTM CDT assay, Europe
844111046 from Analis Belgium) sistemi ile karsilastirilmistir. Bu ¢alismada her iki
sistemin de tekrarlanabilirliginin iyi oldugu, tek tek Tf izoformlarinin
kantititasyonuna olanak saglayan benzer pik paternlerinin izlendigi bildirilmistir.
HPLC ile sonuglarin biraz daha yiikksek oldugu saptanmistir. Bu durum HPLC
yonteminde pik alaninin bir baseline gore hesaplama yapilirken, CE'de ise vadiler
arasindan yapilmasi ile agiklanmistir. Ayrica, CE sisteminin HPLC'ye gore daha az
duyarli oldugu belirtilmistir. Neden olarak elektroforez dedeksiyonun 200 nm de
peptid bagina spesifik iken, HPLC sisteminde Tf-ferrik iyonuna spesifik dalga
boyunda 6lglim yapilmasi olarak gosterilmistir (141). Kapiller elektroforez ile 200
nm’de yapilan nonspesifik peptid bagi UV dedeksiyonunun yanlis sonuglara neden
olabilecegi ileri siiriilmistiir. Bu nedenle ileri analiz yontemi olarak CE' den sonra
HPLC yo6nemi ile tekrar dogrulamanin yapilmasi tavsiye edilmektedir (142).

Gliniimiiz teknolojisi, her gegen giin varolan tekniklerin gelistirilmesi ve bunun
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yaninda yeni metodlarin kullanima girmesi ile daha hassas Ol¢limlere olanak
saglamaktadir. Transferrin izoformlar1 analizinde de LC-MS kullanimi iizerine
caligmalar yapilmaktadir. Bu metod ile analizde numune hazirligiin olmamasi,
analiz siiresinin oldukga kisa oldugu (10 dk/6rnek), 5 mL serum Ornegi kullanilarak
veya kuru kan &rneginde galisma yapilabilecegi diger metodlar (IEO, HPLC ve CE)
gibi demir ile satiirasyon gerekmedigi ve pl noktada kayma gibi (sialik asit say1
eksikligi gibi) problemlerle kars1 karsiya kalinmadigi dolayisiyla yanlis pozitif CDG

sonucunun Oniine gegmesi gibi avantajlart mevcuttur (82).

Yapilan tiim bu calismalarda, bizim c¢alismamizda da oldugu gibi hicbir
yontemin kusursuz olmadigi goriilmektedir. Birgok degiskenin sistemler iizerinde
farkl1 etkilere neden oldugu izlenmektedir. Klinik kullanimda, tiim bu kisitliliklarin
gdz Oniinde bulundurulmasi ve uygun red kriterlerinin belirlenmesi ile dogru

sonuglar elde etmek miimkiin olabilecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda iki farkli kapiller elektroforez sistemi (1. CE sistemi: Sebia 2
Capillarys™ Sebia, France ve 2. CE sistemi: Helena Biosciences V8® E-class
analizorii)) HPLC sistemi ile (CDT test kiti UV/VIS-FAST EUREKA reagent/
Shimadzu, Europe) transferrin izoformlart analiz performanslari ve g¢esitli
interferanslar (hemoliz, lipemi, biliriibin ve betada ilerleyen monoklonal pik)
yoniinden karsilastirildi. Buna gore:

1) Giin i¢i ve glinler aras1 %CV degerleri 1. CE sisteminde diger sistemlerden
daha distik bulundu. 1.CE sisteminde Tf izoformlarinin otomatize olarak
belirlenmesinin diisikk %CV degerlerinin saglanmasinda 6nemli bir etken oldugu
sonucuna varildi.

2) Disiyalo-Tf izoformlart her ii¢ sistemde birbiri ile uyumlu bulundu.
Trisiyalo-, tetrasiyalo-, pentasiyalo-Tf izoformlar1 arasinda uyum bulunamadi. CDT
analizleri i¢in yontemler arasinda uyumlu sonuglar alinmast miimkiin olsa da CDG
degerlendirmeleri icin izoform paternlerinin tiimiiniin birlikte degerlendirilmesinin
gerekli oldugu sonucuna varildi. Ozellikle tim Tf izoform paterninin birlikte
yorumlanmasinin  gerektigi, CDG tarama analizlerinde 1.CE gibi otomatize
analizlerin tercih edilmesi gerektigi sonucuna varildu.

3) Interferens galismalarinda:

Hemolizden etkilenmeye bakildiginda, tiim izoformlar i¢in en az degisimin
1.CE sisteminde oldugu saptandi. Ayrica 1. CE ve HPLC yontemleri i¢in hemolizden
en az etkilenen izoformun tetrasiyalo izoformu oldugu saptandi.

Hemoglobin interferansinin disiyalo-Tf iizerinde belirgin negatif yonde etkisi
saptand1. Ozellikle CDT analizleri igin hemolizin 125 mg/dL Hb diizeylerinden
itibaren negatif etkisinin géz oniinde bulundurulmasimin gerektigi sonucuna varildi.
Yine, CDG taramalarinda da hemolizli numunelerin yanlis negatif sonuclara neden
olabilecegi bu nedenle hemolizli numunelerin kesinlikle red edilmesi gerektigi
diistinildii.

Kapiller elektroforez ydntemlerinin lipemiden etkilenmedigi, 6te yandan

HPLC yonteminin belirgin olarak etkilendigi belirlendi.
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Genel olarak degerlendirildiginde, 1. CE sistemi hemoliz, lipemi ve
biliriibinden en az etkilenen yontem olarak saptandi.

HPLC sisteminin beta-bolgesindeki monoklonal piklerden en az etkilen
yontem oldugu saptandi. Ayrica, anti-serum uygulamasmin beta-bolgesindeki
monoklonal piklerden kaynaklanan etkilesimleri 1. CE sisteminde degistirmezken
HPLC sistminde yararli oldugu saptandi. Monoklonal pik siiphesi bulunan hastalar
icin serum protein elektroforezi ile monoklonal pik degerlendirmesi yapilmasinin
uygun oldugu sonucuna varildi.

4) Tip 1 CDG diisiiniilen hasta sonuglar1 1.CE ve HPLC sistemleri arasinda

uyumlu olarak izlendi.
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ARASTIRMA AMACLI CALISMA ICIN AYDINLATILMIS ONAM FORMU

(Hekimin Actklamasi)
“Transferrin izoformlar1 analizinde clektroforez ve sivi kromatografisi yontemlerinin
karsilastirilmasi” ad1 altinda yeni bir arastirma yapmaktayiz.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi dneriyoruz. Ancak hemen sodyleyelim ki bu arastirmaya
katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilm goniilliliik esasina dayalidir.
Kararmizdan oOnce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup
anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalaymiz.

Bu aragtirmayir yapmak istememizin nedeni, konjenital glikozilasyon defekti taramasinda
kullanilan testin suan hali hazirda kullandigimiz yéntem olan kapiller elektroforez yontemi ile
bir bagska yontem olan yiiksek basin¢h sivi kromatografisi yontemlerini karsilagtirarak bu
hastalik i¢in her iki yontemin avantaj ve dezavantajlarini belirlemektir. Bu ¢aligmaya
katiliminiz aragtirmanin basarisi i¢in énemlidir.

Bu calisma; hastanemize bagvurunuz ve yine sizin bagvurdugunuz klinigin hastalia dair
herhangi bir stiphesi durumunda “transferrin izoformlar1 analizi” test istemini yapmasi ve
sizden alinan onay dogrultusunda sadece test isteminiz i¢in alinan kan 6rnegi (4 ml - 1 tiip) ile
bu ¢alisma yapilacaktir. Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz, sizden bu caligma i¢in
fazladan kan vermeniz istenmeyecektir ve daha sonra calismanin herhangi bir asamasinda
gelip kan vermeniz istenmeyecektir. Alinan kanda doktorunuzun istemini yaptig1 test disinda
baska test calisilmayacaktir. Ileride yapilacak bagka bir calisma igin saklanmayacaktir. Ancak
Orneginizin artmasi durumda yine onaymiz olursa artan diger tiim hasta ornekleri ile
birlestirilip bir serum havuzu olusturularak testi etkileyebilecek bazi parametrelerin (hemoliz,
lipemi ve biliriibin) test tizerindeki olasi etkileri incelenecektir.

Kan alinmast sirasinda olusabilecek riskler:

1-) Igne batmasina bagli olarak az bir ac1 duyabilirsiniz.

2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski
vardir.

Bu calismaya katilmamiz icin sizden herhangi bir tcret istemneyeéektir. (Galismaya
katildiginiz i¢in size ek bir deme de yapilmayacaktir.

Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak ¢alismanin kalitesini denetleyen gorevliler,
etik kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde incelenebilecektir.

Bu ¢alismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baglidir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine
calismanin herhangi bir agamasinda onayinizi ¢gekmek hakkina da sahipsiniz.

(Katilimcinin/Hastanin Beyani)

Saym Dog¢.Dr. Ash Pmnar tarafindan Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez
Laboratuvarinda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arasgtirma ile ilgili yukaridaki

bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimecr” olarak davet
edildim.




Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiylik 6zen ve sayg: ile yaklasilacagina inaniyorum.
Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin
ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan cekilebilirim.
(Ancak arastirmacilart zor durumda bwrakmamak icin arastirmadan ¢ekilecegimi onceden
bildirmemim uygun olacagmn bilincindeyim) Ayrica t:bbi durumuma herhangi bir zarar
verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dist tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun aragtima uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi
miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili
olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Aragtirmaya katilmam
konusunda zorlayic1 bir davramigla karsilagmis degilim. Eger katilmayr reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir
diisiinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimer” olarak yer alma
kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde
kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katilimer
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

Imza

Katilimer Veli/Vasi
Adi, soyadi:

Adres:

Tel.

Imza

Goriisme tamgi
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

1mza:




Katilimer ile goriisen hekim
Adi soyads, unvani:

Adres:

Tel.

Imza

Goriisme tarihi ve saati:

o Tarafimdan alinan kodlanmis* &rnegin yalnizca 6nerilen ¢alisma i¢in kullanimini
onayliyorum; ileride yapilmasi olasi diger .calismalar i¢in onay vermiyorum.

o Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin, arastirma konusuyla baglantili olarak diger hasta
ornekleri ile birlestirilip havuz olusturularak kullanilmasini onayliyorum .

*Kodlanmis érnek: Sizden alinan 6rnegine bir kod numaras: verilir. Kod numarasimi

- yalnizca arastirmact bilir ve sizin kimlik bilgilerine valnizca arastirmaci ulasabilir. Béylece

kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.




ARASTIRMA AMACLI CALISMA ICIN COCUK RIZA FORMU

Sevgili Kardesim,

Benim adim Dr.Asli PINAR dogustan olan bir hastaligin tanisini en dogru sekilde koyabilmek
amaciyla bir ¢calisma yapmaktayiz. Boylece hastalarimiza hastalik tanisi koymak amaciyla
hangi test yontemi ile c¢alisacagimiza karar verebilecegiz. Arastirma ile yeni bilgiler
dgrenecegiz. Bu aragtirmaya katilmani dneriyoruz.

Arastirmay1 ben, Dr. Asli PINAR ve bagka baz1 doktorlar birlikte yapiyoruz. Bu arastirmaya
katilacak olursan senden kan alinacak, kan alinirken canin biraz aciyabilir ama c¢abuk
gececektir.

Bu aragtirmanin sonuglari senin gibi dogustan gelen bu hastaliga sahip ¢ocuklar i¢in yararl
bilgiler saglayacaktir. Bu aragtirmanin sonug¢larini baska doktorlara da s6yleyecegiz, sonuglari
bildirecegiz ama senin adin sdylemeyecegiz. ’

Bu aragtirmaya katilip katilmamak i¢in karar vermeden 6nce anne ve baban ile konusup
onlara danigmalisin. Onlara da bu arastirmadan bahsedip onaylarini/izinlerini alacagiz. Anne
ve baban tamam deseler bile sen kabul etmeyebilirsin. Bu arastirmaya katilmak senin istegine
bagli ve istemezsen katilmazsm. Bu nedenle hi¢ kimse sana kizmaz ya da kiismez. Once
katilmay1 kabul etsen bile sonradan vazgegebilirsin, bu tamamen sana bagh. Kabul etmedigin
durumda da doktorlar muayene ve diger islemlerde sana 6nceden oldugu gibi iyi davranr,
onceye gore farklilik olmaz.

Aklina simdi gelen veya daha sonra gelecek olan sorulari istedigin zaman bana sorabilirsin.
Telefon numaram ve adresim bu kagitta yaziyor. Bu arastirmaya katilmayi kabul ediyorsan
asagiya liitfen adim1 ve soyadmi yaz ve imzami at. Imzaladiktan sonra sana ve ailene bu
formun bir kopyasi verilecektir.

Cocugun adi, soyadi:

Cocugun imzast: Tarih:

Velisinin adi, soyadi:

Velisinin imzast: Tarih:

Aragtiricinin adi, soyadi, tinvani:

Adres :

Tel:

Imza: Tarih:
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THE TRANSFERRIN ISOFORM ANALYSIS INTERFERENCE STUDY

Alyakut A%, Pinar A?, Akbryik F2.

1 Hacettepe University, Faculty of Medicine, Department of Medical Biochemistry, Ankaia, Turkey

2 Hacettepe University, Faculty of Medicine, Department of Medical Biochemistry and Hacettepe University Hospitals, Clinical Pathology
Laboratory, Ankara, Turkey

E-mail: drarzuyalcinkaya@gmail.com

‘Key Words: CDGs, transferrin isoforms, capillary electrophoresis, HPLC ]
Backeground: The congenital disorders of glycosylation (CDG) were originally called carbohydrate-deficient g]ycopr5tein syndromes, affect-
ing primarily N-glycans. In CDG, serum glycoproteins have altered glycosylation. Transferrin is reliable, sensitive, and simplest indicator.
Therefore the current diagnostic test for CDG is analysis of serum transferrin isoforms. Transferrin glycoforms can be identified by using
isoelectric focusing electrophoresis (IEF), high performance liquid chromatography (HPLC), capillary zone electrophoresis (CZE) and by mass
spectrometric analysis. Our aim was to compare HPLC and two different CZE methods’ performances in presence of hemolysis, bilirubinemia,
and lipemia interferences according to determination of percentage of transferrin isoforms. '

Materials and Methods: Interference samples were prepared for biliribunemia (total bilirubin concentrations: 11.628-37791 pmol/L), lipemia
(trigliseride concentrations: 1.08-33.4 mmol/L) and hemolysis (hemoglobine concentrations: 0.0 g/L to 5.0 g/L). HPLC analysis was performed
on a gradient HPLC (Shimadzu Europe, Germany), using column and reagents provided in kit (EUREKA-CDT test in serum by UV/VIS-FAST)
with spectrophotometric detection at 470 nm. CZE analyses carried out with The Helena Biosciences’ V8® E-class analyser (Helena Biosciences
Europe, UK) and with Sebia 2 Capillarys™ (Capillarys™, Sebia, France). Statistical calculations were performed using Microsoft Excel 2010.
Results: All isoforms percentage were compared with their zero concentrations in ail samples. We observed that Helena CZE systemn were
affected by samples with hemolysis. Analysis with HPLC system were affected by samples with lipemia (except tetrasialo transferrin). CZE
systems have been influenced minimal by lipemia.We observed Helena €ZE and HPLC systerns had significant interferences with all concen-
trations of bilirubinemia (except tetrasialo transferrin).

Conclusions: We demonstrated some interferences which have not been reported previously about transferrin isoform analysis. The con-
scious implementation for interferences on these methods would provide more accurate results for CDG diagnosis.
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DOES RE-CENTRIFUGATION OF GEL-SEPARATOR TUBES AFFECT METABOLIC PANEL ANALYTES’
DETERMINATION?

Milevoj Kopcinovic L, Pavic M.
University Hospital Centre Sestre Milosrdnice, University Department of Chemistry, Draskoviceva 19, Zagreb, Croatia
E-mail: laramilevoj@gmail.com

Key Words: re-centrifugation, gel-separator tubes

Background: Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines and manufacturers do not recornmend the re-centrifugation of gel
tubes. Re-centrifugation can affect measurement of metabolic panel analytes, especially potassium, leading to potentially erroneous results.
Our aim was to investigate the effect of short-term re-centrifugation of gel-separator tubes on metabolic panel analytes.

Materials and Methods: Samples from 40 participants were collected in gel-separator tubes, mixed immediately by inverting 5-10 times and
stored at room temperature for 30 minutes allowing complete clot formation. Immediately after centrifugation at 2000xg/10 minutes/20°C
baseline glucose, urea, creatinine, potassium, sodium, chloride and calcium concentrations were measured. Tubes were recapped and stored
at room temperature for 4 hours. After storage, serum was aliquoted; original tubes and aliquots were re-centrifuged under the same condi-
tions. Metabolic panel analytes concentrations measured in original tubes and aliquots after re-centrifugation were compared to respective
baseline concentrations. The Kruskall-Wallis test was used for statistical comparisons. The level of statistical significance was set at P<0.05.
Mean absolute bias from baseline concentrations was compared to desirable specifications for total error to define clinically relevant variations.
Results: Baseline concentrations of metabolic analytes were: glucose 6.0 (5.5-7.0) mmol/L, urea 6.4 (4.77.8) mmol/L, creatinine 67 (5677)
pmol/L, potassium 4.3 (4.0-4.5) mmol/L, sodium 138 (134-140) mimol/L, chloride 104 (100-105) mmol/L and calcium 2.21 (2.112.36) mmol/L.
No significant differences were found comparing baseline concentrations of all analytes tested to concentrations measured in original tubes
and aliquots after re-centrifugation (P>0.05). Mean absolute biases for all analytes tested in original tubes and aliquots after short term
re-centrifugation did not exceed the set criteria for clinical significance.

Conclusions: No statistically or clinically significant differences were observed comparing baseline concentrations of metabolic panel
analytes to concentrations measured in original gel- separator tubes and aliquots stored at room temperature and re-centrifuged 4 hours after
collection. :
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