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1. GIRIS VE AMAC

Organik asidler, ekzojen bilesikler yanisira, ara metabolizma yollarinin biiyiik bir boliimiiniin
temel metabolitlerinden olusmaktadir. Bu nedenle organik asidlerin viicut sivilarinda
kapsamli analizi, ¢esitli metabolik yollarin fizyolojik ve patofizyolojik durumlar1 ve bunlarin
aralarindaki etkilesim ile ilgili bilgi verme potansiyeline sahiptir (1). Organik asidiiriler,
normalde idrarda bulunabilen organik asidlerin asir1 derecede atilimi ya da normalde idrarda
bulunmayan organik asidlerin varligi ile karakterize olan hastaliklardir. Idrar iceriginin
gelismis kiitle spektrometrik yontemler ile analizi, organik asid atilim ile karakterize olan
cesitli kalitsal metabolik hastaliklarin tani1 ve izlemine olanak saglamistir (2,3). Bu
hastaliklardan her biri tek tek ele alindiginda ender goriilmekle birlikte, bir hastalik grubu
olarak degerlendirildiginde klinikte onemli bir yer kaplamaktadirlar. Organik asidiirilerde
erken tan1 ve uygun tedavi yasamsal bir oneme sahiptir. Ancak, organik asid metabolizmasina
iliskin cesitli primer hastaliklarda gozlenen anormallikler arasinda Onemli oranda
cakismalarin godzlenmesi, ayrica hastanin aldigi diyet ve ila¢g tedavisinin idrardaki organik
asid diizeylerini onemli miktarda etkilemesi, organik asidiirilerde yorumu zorlastirmaktadir.
Baz1 hastaliklarda tipik tanisal anormalliklerin siirekli olarak degil, sadece hastaligin
tetiklendigi donemlerde ortaya ¢ikmasi da yorumu zorlagtiran etkenlerden biridir (2). Organik
asidlerin ¢ok kompleks ve cesitli olmasi, organik asid analizinde kantitatif yontemlerin

gelistirilmesini giiclestirdiginden bu yontemler heniiz yaygin olarak kullanilamamaktadir (1).

Bu 6n bilgilerin 15181 altinda bu caligmada, kalitsal metabolik hastalik 6n tamisi ile
hastanemize basvuran ya da tani alip izlemi yapilan, degisik yas gruplarindaki hastalarda ve
ayrica ebeveynlerinde idrar organik asid analizlerinin saglikli degerlendirilebilmesi icin, yas
gruplarina gore alt ve iist diizeylerinin belirlenmesi amaclandi. Yaslar1 1-40 arasinda degisen
toplam 120 olgu, 40’ar kisiden olusan ii¢ gruba ayrilarak degerlendirildi ve 1-5 yas, 6-18 yas
ve 19-40 yas arasindaki olgular i¢in idrardaki organik asidlerin Sl¢iimii yapilarak ve referans

degerleri saptandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. ORGANIK ASIDLER ve METABOLIZMALARI

Organik asidler, ekzojen bilesikler yanisira, ara metabolizma yollarinin biiyiik bir boliimiiniin
temel metabolitlerinden olugmaktadir (Sekil 1). Bir ya da daha fazla karboksilik asid ya da
asidik fenolik fonksiyonel grubu iceren, fakat ninhidrinle tepkime verebilecek primer amino
grubu icermeyen, suda c¢oziinebilen bilesikler olan organik asidler, karboksilik asid ya da
asidik fenolik gruplara ek olarak, hidroksil, okso, amidler, esterler ya da tiyol gruplar ve
olefinik gruplar gibi yapisal 6zellikler de tasiyabilirler(2-5). Organik asidler sistematik olarak
elde edildikleri alkanlar temel alinarak isimlendirilirler; ancak bir ¢ogunun daha iyi bilinen ve

sik kullanilan isimleri de bulunmaktadir (2).

Kat1 ve siv1 fazlarda organik asid molekiilleri agirlikli olarak dimerler halinde bulunurlar.
Fizyolojik acidan onemli organik asidler viicut sicakliginda sivi olarak bulunurlar. Zincir
uzunlugu ve molekiil agirligi arttikca suda ¢oziinebilirlikleri azalir. Sodyum ve potasyum
tuzlar1 ise genel olarak coziinmemis asidlere gore suda daha iyi ¢oziiniirler. Organik asidler
¢cOziinme sabitleri (K,) ii¢ ile bes arasinda olan zayif asidlerdir ve fizyolojik pH’ta genellikle
tamamina yakini coziinmiistirler. Membran bozucu etkileriyle yiizey gerilimini azaltan
anyonik maddeler olarak davranabilen uzun zincirli yag asidleri (>16 karbon) lipofilik olup
biyolojik aktivitelerinin bir kismi hiicre membranlar ile biitiinlesmis hale gelebilme

yetenegiyle iligkilidir (2).

Norotransmitterler

Amino asidler I Karbonhidratlar

N e

Maglar ve Organik asidler Mikro
ozel diet organizmalar

/I\

Piirinler ve
primidinler

Yag asidleri
Kolesterol

Sekil 1: Kiiciik molekiil ara metabolizmasinda organik asidler (1)



Temel olarak, organik asid metabolizmasinda yer alan bir enzim eksikligi sonucu ortaya ¢ikan
her kalitsal hastalik, etkilenen tepkimedeki substratin birikimi ile sonu¢lanmaktadir. Kusurlu
tepkimenin yerini belirlemede, bu bilesiklerin tanimlanmas1 6nemli bir bulgudur. Ancak bu
ara iiriiniin ¢6zlinmez yapida olmasi ya da mitokondri gibi erisilemeyen hiicresel kisimlarda
bulunmasi, saptanabilirligini zor, hatta imkasiz hale getirebilir. Ornegin, kalitsal yag asidi
metabolizma kusuru ve organik asid metabolizmasinin diger bir ¢ok primer metabolik
hastaliklar1 genellikle lokal agil-koenzim A (acil-KoA) molekiillerinin birikimi ile sonuglanir.
Anormal acil-KoA bilesikleri, hiicresel membranlart gecememeleri, dokuda miktar
tayinlerinin teknik olarak kullanighh olmamasi ve serbet KoA’lar1 (CoASH) korumaya yonelik
olarak KoA’nin karnitin ile hizla metabolik etkilesime girmesi nedeniyle nadiren
tanimlanabilmektedir. Ancak, hasarin sekonder metabolik sonug¢larinin tanimlanmasi siklikla
teknik olarak daha kolay olup, tanisal acidan 6nemlidir. Yukardaki 6rnekte s6z edilen, kusurlu
enzimin agil-KoA substratinin ester grubunun ayrilmasi, serbest organik asidin ve karsilik
gelen karnitin esterlerinin idrarda birikimiyle sonuglanmakta olup, bu iiriinlerin modern
teknikler ile gosterilmesi goreceli olarak daha kolaydir. Daha az metabolize edilen diger
organik asidler ve aromatik asidler ise glisin ya da glukuronik asidle konjuge edilerek idrarla
atilima ugrarlar. Ornegin, 16sin metabolizmasiyla ilgili kalitsal bir kusur olan izovalerik
asidemide idrarda biriken izovaleratin biiyiik bir boliimii izovalerilglisin seklindedir; bir ¢ok

ila¢ kokenli organik asid de idrarla glukuronidler olarak atilmaktadir (2).

Dallanmamis uzun zincirli yag asidleri (>16 karbonlu alifatik monokarboksilik asidler)
agirlikhi olarak, mitokondride beta oksidasyonla asetil KoA’ya metabolize edilir ve ileri
asamada trikarboksilik asid dongiisii iizerinden su ve CO,’ye okside edilirler. Bu yag asidleri,
baz1 fizyolojik durumlar ve bir¢ok patolojik kosulda peroksizomlarda yer alan diger bir beta
oksidasyon sistemi ile de okside edilebilirler. Peroksizomal beta oksidasyon, dort bakimdan
mitokondriyal beta oksidasyondan o©nemli farkliliklar gostermektedir; yag acil-KoA
dehidrogenazlar icin elektron alicisi elektronlart ATP olusumu olmaksizin suya transfer eden
bir flavoprotein olup, oksidasyon H,O, iiretimi ile sonuglanir, enol KoA hidrasyonu ve 3-
hidroksiagil-KoA dehidrojenasyonu tek bir enzim tarafindan katalizlenen, planlamig bir
tepkime ile gerceklesir ve hidrokarbon oksidasyonu 8 karbon zincir uzunlugundan ileri
gidemez. Peroksizomal beta oksidasyondan koken alan, ya da diyet kdkenli olan orta zincirli
yag asidleri (8-12 karbon) mitokondride beta oksidasyon ya da mikrozomal omega
oksidasyon ile okside edilirler. Fitanik asid gibi, klorofil metabolizmasindan saglanan dalli

zincirli yag asidleri, mikrozomal bir enzim sisteminde alfa oksidayon ile okside edilirler.



Diyabetes mellitus veya uzun siireli a¢lik durumlarinda oldugu gibi, enerji iiretimi i¢in yag
asidi oksidayonundaki artis veya rol alan enzimlerden birindeki yetersizlige bagli olarak
mitokondriyal beta oksidasyon kapasitesi asildiginda, peroksizomal ve mikrozomal oksidayon

artmakta, ve bu durum idrarda orta zincirli dikarboksilik asidlerin birikimine yol agmaktadir

Q).

Bir kisim organik asidopatilerde, acilkarnitinlerin birikimi ve atilimi, yag asidi metabolizmasi
tizerine sekonder etkilerle, karnitin yetmezligine yol agmaktadir. Karnitinin 6nemli metabolik
islevlerinden biri, uzun zincirli yag asidlerinin mitokondriye transferini kolaylastirmak olup,
bu islem karnitin palmitoiltransferaz I (CPT I) tarafindan katalizlenen bir tepkime ile, yag
acil-KoA’nin karnitin ile transesterifikayonunu, i¢ mitokondrial membran boyunca yer
degistirmeyi ve CPT II'nin katalizledigi bir tepkime ile yeniden yag acil KoA olusumunu
kapsamaktadir (6,7). Organik asidiiriyi de kapsayan sekonder karnitin yetmezligine bagh
metabolik sonuglarin, primer karnitin yetmezligi ve primer yag asidi oksidasyonu

kusurlarindan ayirt edilmesi zordur.

Amino asid metabolizmast ile ilgili kalitsal kusurlarin bir ¢ogu, amino asid
katabolizmasindaki ilk basamak olan transaminasyondan sonraki tepkimeleri kapsamakta
olup, birtakim tiiretilmis organik asidlerin birikimi ile sonu¢lanmaktadir. Bu nedenle amino
asidopatilerin bir¢ogu organik asidiiri ile birlikte seyreder. Akgaaga¢ surubu hastaligi gibi
iliskili amino asidin ¢ok fazla birikim gosterdigi durumlar, siklikla organik asidiiriden ziyade

amino asidopati olarak siniflandirilmaktadirlar (2).

Metabolik asidoz, organik asid metabolizmasi ile ilgili kalitsal kusurlarin bir boliimiinde
onemli bir gostergedir (metil malonik asidemi gibi) ve hastaligin kliniginde diisiik molekiil
agirlikli anyonlarin birkimine atfedilebilen tasipne, baskin bir bulgudur. U¢ ya da daha cok
karbon iceren bir¢ok alifatik acil bilesigi; diisiik molekiil agirlikli anyonlar olarak olusan
metabolik etkilerinden bagimsiz bir etki gibi goriinen ensefalopatik 6zellikler tasirlar (8). En
sik goriilen yag asidi oksidasyon kusurlarindan biri olan orta zincirli a¢il-KoA dehidrogenaz
(MCAD) eksikliginde biriken oktaonatin, KoA metabolizmasin1 inhibe ettigi ve hiicresel

membranlarda ¢odziinebilme yetenegine bagl olarak anesteziye yol agtig1 gosterilmistir (9).

Organik asid metabolizmasi ile ilgili primer hastaliklarda, hastalardaki semptomlarin 6nemli

bir nedeni sekonder metabolik etkilerdir. Bir 6rnekleme yapilacak olursa, anormal agil-KoA



birikimi bir¢ok organik asidopatinin 6zelligi olup, uzun vadeli sonuclar dogurabilir. Bu
sonuglar, mitokondriyal oksidatif metabolizmada cesitli enzimlerinin inhibisyonu, ATP,
NADH ve diger yiiksek enerjili bilesiklerin yetersiz iiretimini kapsar ve hiicre icinde azalmis
serbest KoA diizeyleri ile birlikte seyreder. Mitokondride serbest KoA’nin ve esterifiye
KoA’ya orani, piruvat dehidrogenaz (PDH) ve 2-okzoglutarat dehidrogenaz aktivitelerinin
diizenlenmesinde onemlidir. Serbest KoA varliginin azalmasi ve takiben asetil-KoA’nin
tilketilmesi, piruvat dehidrogenazin allosterik olarak uyarilamamasina bagli olarak
glikoneogenezde azalma, karbamoil fosfat sentaz I’in (CPS I) temel allosterik aktivatorii olan
N-asetil glutamat sentezinin azalmasina bagli amonyak detoksifikasyonunun bozulmasi gibi
genis etkilere neden olmaktadir. Organik asid metabolizmasi ile ilgili primer veya sekonder
kusurun s6z konusu oldugu bir ¢ok hastada, hipoglisemi ve yasami tehdit eden amonyak
yiiksekligi onde gelen klinik problemlerdir. MCAD eksikligi olan hastalarda biriken temel
metabolitlerden biri olan oktaonat verilen hayvanlarda, mitokondrial enerji metabolizmasi

izerine direk etkiler de gosterilmistir (9-11).

2.2. ORGANIK ASIiD METABOLIZMASI iLE iLGiLi PRIMER
HASTALIKLAR

Bir hastaligin kalitsal bir organik asid metabolizma kusuruna bagli olabileceginin farkina
varilmasi, kesin tani ve hastaliin tedavisinde en kritik basamagi olusturmaktadir. Bu durum
organik asidopatiyi akla getirecek klinik bulgularin bulunmadigi veya silik oldugu durumlarda
yapilan bir organik asid taramasinda, idrarda beklenmedik bilesiklerin saptanmasi ile
gerceklesebilir. Ancak daha sik olarak, hastanin klinik durumu klinisyeni uyarir (12). Cesitli
organik asidopatilerin klinik bulgulari, iligkili olduklar1 metabolik yollara, biriken metabolitin
dogasina, kusurun sekonder metabolik etkilerine ve kusurun kismi ya da tam olup
olmamasina bagl olarak belirgin farkliliklar gostermektedir. Bazi klinik durumlar organik
asidopatiler arasinda yaygin olarak goriilmekte olup, klinisyeni bu olasilik hakkinda
uyarmalidir. Bu bulgular; akut metabolik asidoz, akut ya da araliklarla gelisen ensefalopati,
kronik ensefalopati, miyopati (kardiyomiyopati de dahil) ve biiyiime geriligidir (2,13). Bir¢ok
olguda semptomlar bir arada goriilebilir (kronik ensefalopati zemininde akut metabolik
asidoz, kronik ensefalopati ve gelisme geriligi, direngli metabolik asidoz ve kronik
ensefalopati ile beraber gelisme geriligi gibi). Bununla beraber ayni metabolik kusur, ayni

ailenin bireyi olsalar bile farkli hastalarda, kusurun siddetine, hasta yasina ve her hastada



bireysel degisikliklere katkida bulunan gen-gen ve gen-cevre etkilesimlerinin katkisina bagh
olarak farkli bulgular ile ortaya cikabilmektedir. Organik asid metabolizmasi ile ilgili primer
hastaliklarin her biri, idrarda organik asid anormallikleri ile iligkilidir (Tablo 2 ve 3). Ancak
baz1 vakalarda, 6zellikle yag asidi oksidasyon kusurlarinda goriilen anormallikler, araliklarla
ortaya ciktigindan ya da dikkat cekecek diizeylerde olmayadigindan bu durum tanida
gecikmeye yol acabilir. Genellikle akut metabolik dekompanzasyon doneminde toplanan idrar
ornegi idrarda organik asid analizi i¢in en giivenilir 6rnegi olusturmaktadir. Alternatif olarak,
organik asidiirinin araliklarla ortaya ¢iktigi durumlarda bir anormalligin varligi, kontrolli
aclik ya da metabolik ara iiriinlerin yiiklemesi gibi dikkatle kontrol edilmis provakatif testler

araciligi ile gosterilebilmektedir (2).

2.2.1. Dalh Zincirli Organik Asidiiri

Valin-16sin-izolésin dalli zincirli amino asidlerinin metabolizmasindaki primer genetik

kusurlarin birgogunda dall1 zincirli organik asidiiri belirgin bir 6zelliktir (Sekil 2).

2.2.1.1. Dalli Zincirli 2-Ketoasidiiri

Dall1 zincirli 2-ketoagil-KoA dehidrogenaz enzim eksikliginden kaynaklanan ak¢aagag¢ surubu
hastalifinda 2-oksokaproik, 2-okso-3-metilvalerik ve 2-oksoizovalerik asitler biiyiik
miktarlarda atilir (2). S6z konusu enzim o ve P alt iinitelerinden olusan dalli zincir 2-ketoasid
dekarboksilaz1 (E7), bir dihidrolipotransferazi (E2), bir dihidrolipoil dehidrogenazi (E3)
iceren mitokondriyal multienzim kompleksidir (14). Hastalik klinik olarak, yeni dogan
doneminde siddetli ketoasidozla birlikte seyreden akut ensefalopati (beslenme yetersizligi,
kusma, nobet, uykuya meyil, stupor ve koma) ile ortaya c¢ikar. Ancak hastaligin, araya karigan
baska bir hastaligin tetikledigi intermittan ketoasidoz epizodlar1 disinda saglikli gbriintiimlii
cocuklar ya da ketoasidoz yoklugunda ilimhi ve ya siddetli zeka geriligi ile karakterize
varyantlar1 da bulunmaktadir. Plazma amino asidlerinin analizinde, dalli zincirli ii¢ amino
asitte belirgin bir artisla beraber, 2-okso-3-metilin transaminasyon ve keto-enol
tautamerizasyon {iriinii olan alloizol6sin birikimi de goriiliir. Etkilenen hastalarin idrarinda 2-
ketoasidlerin giivenilir sekilde tanimlanabilmesi i¢in, hidroksilamin ile tiirevlendirme ve
organik asidlerin oksimler olarak analizi gerekebilir. 2-Ketoasidlere ek olarak, idrarda 2-keto

gruplarinin in vivo olarak enzimatik indirgenmesinden olusan, dalli zincire uygun biiyiik



miktarlarda 2-hidroksi asidler de bulunur. Dalli zincirli 2-hidroksi asidler GC-MS ile

saptanabilirler ve taniy1 kolaylastirmak i¢in yeterince karakteristiktirler (2,14).
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Sekil 2 : Dall1 zincirli amino asid katabolizmasindaki yollar (2)

1: Dall1 zincirli okso-(veya keto-) asid dehidrogenaz; 2: izovaleril-koenzim A (KoA) dehidrogenaz; 3: 3-metilkrotonoil-KoA
karboksilaz; 4: 3-metilglutakonil-KoA hidrataz; 5: 3-hidroksi-3-metilglutaril-KoA liyaz; 6: 2-metilasetoasetil-KoA tiyolaz; 7:
3-hidroksiizobiitiril-KoA deacilaz; 8: 3-hidroksiizobiitirik dehidrogenaz; 9: metilmalonilsemialdehid dehidrogenaz; 10:
asetil-KoA karboksilaz (mitokondride), 11: propiyonil KoA karboksilaz; 12: metil-KoA mutaz; 13: malonil-KoA
dekarboksilaz. Enzim kusurlar1 kesiksiz ¢izgilerle gosterilmistir.

2.2.1.2. [Izovalerik Asidiiri

Izovalerik asid, 16sin amino asidinin metabolizmasinda, 2-oksoizokaproik asidin oksidatif
dekarboksilasyonundan olusur. Primer izovaleril-KoA dehidrogenaz eksikligi olan hastalarin
idrarinda biiyiik miktarlarda izovalerik asid atilir (3,14,15). Hastalik siklikla yeni dogan
doneminde, ketoasidoz ve amonyak yiiksekliginin eslik ettigi akut ensefalopati ile ortaya
cikar. Diger primer organik asidopatilerde oldugu gibi, iyi goriinen saglikli durumun aralikli
olarak metabolik asidoz, hiperamonyemi ve ensefalopati ile seyreden metabolik
dekompanzasyon epizodlart ile kesintiye ugradigi, gec baslangich varyantlar da soz
konusudur. Diisiik proteinli diyet,, glisin ve karnitin destegi ile prognoz iyi seyreder ancak

akut epizodlar yasami tehdit edici olabilir (3).



Etkilenen hastalarin idrar1, metabolik dekompanzasyon doneminde bile ¢ok diisiik miktarlarda
serbest izovalerat icerir. Idrarda birikmis izovalerat, izovalerat ve glisinin in vivo
kondensasyonundan elde edilen izovalerilglisin olarak idrarla atilima ugrar. Akut metabolik
dekompanzasyon donemlerinde etkilenen hastalarin idrarlari, yiiksek laktat, asetoasetat ve 3-
hidroksibiitirat diizeylerine ek olarak 3-hidroksiizovalerat ta icerir (2,3,14). Plazmada,
strasiyla 16sin ve izoldsin yikimindan elde edilen izovalerilglisin ve 2-metilbiitirilkarnitin
karisimi olan C5 acilkarnitin diizeylerinde artis saptamr (3). izovalerik asidiiri, mitokondrial
flavoprotein bagimli acil-KoA dehidrogenaz eksikliginde ortaya ¢ikan Glutarik asidiiri Tip I’
de de goriilebilir (2,16). Ancak bu hastalikta yiiksek diizeylerde glutarik asid yanisira diger

organik asidlerin de varligi, primer izovalerik asidiiriden ayirimi saglar (2).

2.2.1.3. 3-Metilkrotonik Asidiiri

3-Metilkrotonik asid, 16sin metabolizmasinda, 1izovaleril-KoA’nin enzimatik
dehidrogenasyonundan koken alan bir ara {riindlir. Birikim, biotin bagmli dort
karboksilazdan biri olan 3-metilkrotonil-KoA karboksilaz enziminin eksikligine bagli olarak
gerceklesir (17). Bu enzimin izole spesifik eksikligi, ender goriilen bir durum olup, klinik
olarak siddetli ketoasidozla beraber seyreden hipoglisemi epizodlan ile karakterizedir (18).
Idrar organik asid analizinde, 3-metilkrotonik asidiiriye ek olarak, 3-hidroksiizovalerat ve 3-
metilkrotonilglisin varligi da gozlenir. 3-metilkrotonik asid, biotine bagimli dort karboksilazin
eksiklikleri ile karakterize olan kalitsal biotin metabolizmas1 kusuru olan hastalarin idrarinda
bulunan ¢esitli organik asidlerden biridir. Coklu karboksilaz eksikligi, holokarboksilaz sentaz
ya da biotinidaz eksikliklerinin bir sonucu olarak iki sekilde ortaya cikar. ilk enzim, dort
karboksilazin apoenzimlerininin biotinilasyonunu katalizler, ikincisi ise enzim proteinin
normal turnoveri esnasinda zit bir tepkime olarak, apoenzimden biotinin hidrolizini katalizler
(2). Holokarboksilaz sentaz eksikligi, siklikla erken bebeklik doneminde, siddetli metabolik
ketoasidoz ve hiperamonyemi ile kendini gosterir (14,19). Biotinidaz eksikligi ise norolojik
belirtiler ( nobet, hipotoni, gelisme geriligi, sensorindral isitme kaybi, optik atrofi), deri
dokiintiileri, sa¢ dokiilmesi ile karakterize olup, metabolik asidoz, hiperamonyemi biraz daha
geg¢ bebeklik ya da ¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikar (16). Coklu karboksilaz eksikliginin her
iki formunda da prenatal donemde ya da hastaligin cok erken doneminde yiiksek dozda
biotinin ile yapilan tedavi, iyi bir klinik ve biyokimyasal yanita yol agarken, tedavinin erken

donemde baslatilmamasi siklikla 6liimciil sonuglara yol acar (2).



Coklu karboksilaz eksikliginde organik asidiiri paterni, spesifik karboksilaz eksikliklerinin
herbirinde rastlanan paternlerin bir arada bulunmasi gibidir: 3-metilkrotonat, 3-
metilkrotonilglisin  (Sekil 3), 3-hidroksiizovalerat (3-metilkrotonoil-KoA karboksilaz
eksikligine bagli), laktat, asetoaseat ve 3-hidroksibiitirat (piruvat karboksilaz eksikligine
bagli) ve propiyonat, 3-hidroksipropiyonat, metilsitrat, tiglilglisin (propiyonil-KoA
karboksilaz eksikligine bagli) idrarda goriilebilen organil asidlerdir (2,14).

3e+08 3-metil krotonoil glisin
2.82+08
2.6a+08]
240408
2.2e+08]

2a+08]
1.824+02
1.62+08
1.42+08
1.22+08]

1e+084

IS
82407
Ba+07:
4a+07-
2a+07- J »‘J
N JMJ—“.‘.“.“‘... L:\L

4
et P -~ T T
ime—= 1000 1500 2000 2500 2000 2500 4000 4500 85000 5500 6000 &500 FO0O00  FEO00 2000

Sekil 3: 3-metil krotonoilglisin atilim1 olan bir olguda idrar organik asidleri (EUTF Klinik
Biyokimya B.D. Arsivi)

2.2.1.4. 3-Metilglutakonik Asidiiri

3-metil glutakonik asidiiri (Sekil 4), siklikla diisiik miktarlarda 3-metilglutarik asid atilim ile
birlikte olup, en az dort adet farkli ve goriiniiste birbirinden bagimsiz olan kalitsal metabolik

hastalikta ortaya ¢ikar (20).
2.2.14.1. Tip 1
3-Metilglutakonik asid, 16sin metabolizmasinda bir ara iiriindiir ve 3-metilkrotonoil-KoA’ nin

enzimatik karboksilasyonundan olusur. 3-metilglutakonik asidiirisi olan hastalarin

bircogunda, hidrataz aktivitesi normal bulunmustur. Ancak tip I 3-metilglutakonik asidiiri



olarak tanimlanan az sayida hastada, kalitsal 3-metilglutakonil-KoA dehidratazin kalitsal
eksikligine bagh olarak olusan bilesiklerin birikimi ve atilimi gosterilmistir (21). Hastalik
klinik olarak, ilimh gelisme geriligi, ketaoasidozla iligkili aclik hipoglisemisi ile seyreder. 3-
Metilglutakonik aside ek olarak idrarda diisiik miktarlarda 3-hidroksiizovalerat ve 3-
metilglutarat ta bulunur. Bu durumdaki hastalarda, 16sin yiiklemesi sonrasinda, her ii¢

metabolitin de diizeylerinde artig goriiliir.
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Sekil 4: 3- metil-glutakonik asidiirili bir olguda idrar organik asidleri (EUTF Klinik
Biyokimya B.D. Arsivi)

2.2.142. Tip Il

3-Metilglutakonik asid X’e baglh resesif bir hastalik olan ve kardiyomiyopati ve direngli
notropeni ile karakterize olan Barth Sendromlu hastalarin bir boliimiiniin idrarinda, diisiik
miktarlarda bulunur. 3-metilglutakonik asid ve 3-metilglutarik aside ek olarak idrarda, 2-
etilhidrakrilik asid te bulunur. Organik asidiirinin mekanizmas: bilinmemektedir. Tip II 3-
metilglutakonik asidiiri olarak siniflandirilan bu hastalarda, 3-metilglutakonil-KoA hidrataz
aktivitesi normaldir. Losin yiiklemesi ile 3-metilglutakonik asid atiliminin artmamasi,

kusurun diger bazi metabolik yollara bagh oldugunu gostermektedir (2).
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2.2.1.4.3. Tip I

3-Metilglutakonik asidiiri, erken bebeklikte baslayan, optik atrofi, siddetli mental retardasyon,
koreatetoz, spatisite ve nobetlerle karakterize olan Costeff optik atrofi sendromunun da bir
ozelligidir (20,22,23). Bu hastalarda 3-metilglutakonil-KoA hidrataz aktivitesinin normal

oldugu gosterilmis olup, organik asidiirinin mekanizmasi bilinmemektedir.

2.2.144. Tiplv

3-Metilglutakonik asidiirinin bu tipi, klinik olarak, hipertrofik kardiyomiyopati, hepatoselliiler
islev bozuklugu, mental retardasyon, gelisme geriligi, optik atrofi, ndbetleri iceren siddetli
coklu organ tutulumu ve inguinal herniler, inmemis testis, subaortik stenoz ve serebellar
hipoplaziyi igeren ¢oklu kongenital malformasyonlar ile karakterizedir (24). Ge¢mis yillarda,
3-metilglutakonik asidiirinin tiimiinde 3-metilglutakonil-KoA dehidrataz aktivitesinin normal
oldugu, bir ¢ok benzer ve daha once siniflandirilmamis klinik tipleri bildirilmistir. Birgok
olguda 3-metilglutakonik asid ve 3-metilglutarik aside ek olarak idrarda, laktik asid ve TCA
dongiisii ara iiriinleri de artmis miktarlarda bulunur. Organik asidiirinin patofizyolojisi heniiz
tam olarak bilinmemektedir; kolesterol biyosentezinde bir kusur oldugu kabul edilmektedir,

ancak kolesterol metabolizmasinin direk analizinin sonuclar1 normal bulunmustur (25).

Mitokondrial enerji metabolizmasinda c¢esitli kusurlar gosterilmis olan, benzer klinik
ozelliklere sahip ve 3-metil glutakonik asidiirisi olan, baz1 hastalar da bildirilmistir. Holme
ve ark. (26), 3-metilglutakonik asidiirisi olan bir ¢ocukta mitokondrial ATP-sentaz (kompleks
V) eksikligini tanimlamislardir. Ibel ve ark. (27) ve Muller-Hocker ve ark. (28) hastalarinda
mitokondrial elektron transport komplekslerinin kombine eksikliklerini gostermislerdir.
Lichter-Konecki ve ark. (29), benzer idrar organik asid anormalliklerini, Pearson Sendromlu
bir hastada bildirmislerdir, bu sendrom pankreas yetmezligi, sideroblastik anemi,
hepatoselliiler islev bozuklugu, laktik asidoz, kardiyomiyopati ve mental retardasyon ile

karakterize bir mitokondrial yetmezlik sendromudur.
Tip IV 3-metilglutakonik asidiiri olarak siniflandirilmis olan hastalik heterojen bir hastalik

grubu olup, organik asidiiri muhtemelen sekonder ve goreceli olarak spesifik olmayan bir

durumdur. Tip I hari¢ hepsinde, 3-metilglutakonil-KoA dehidrataz aktivitesinin in vitro
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Olctimiiniin, birbiriyle uyumlu olarak normal oldugu bildirilmistir. 3-Metilglutakonik asidiiri,
karbamoil fosfat sentetaz eksikligi, uzun zincir 3-hidroksiacil-KoA (LCHAD) dehidrogenaz
eksikligi, renal Fankoni sendromu (25) ve 3-hidroksi-3-metilglutaril-KoA (HMG-KoA) liyaz
eksikligi (30) gibi iyi tamimlanmis metabolik hastaliklar gibi cesitli hastaliklar1 olan hastalarda
da nonspesifik, sekonder metabolik bir durum olarak saptanabilmektedir. Tiim bu 6rnekler de
dikkate alindiginda, 3-metilglutakonik asidiirinin yorumunun giic oldugu ve ayrintili klinik

bilgi olmadan bir yorum yapilamayacagi aciktir.

2.2.1.5. HMG Asidiiri

HMG-KoA, normal ketogenez ve kolesterol biyosentezinde bir ara iiriin oldugu gibi, 16sin
metabolizmasinda da bir ara iiriindiir. HMG-KoA, ketogenez esnasinda, bir karaciger enzimi
olan HMG-KoA sentazin katalizledigi, bir tepkime ile, asetoasetil-KoA’nin, asetil-KoA ile
kondensasyonu sonucunda olugmaktadir. Losin metabolizmasindan koken alan HMG-KoA, 3-
metilglutakonil-KoA’nin hidrasyonu ile olusur. Her iki yoldan da elde edilen HMG-KoA,
HGM-KOoA liyaz tarafindan katalizlenen sitozolik bir tepkime ile asetoasetat ve asetil-KoA’ya
hidroliz olur. Primer HMG-KoA liyaz eksikligi, aralikli kusma donemleri, hipotoni,
hepatomegali komaya giden stupor ile beraber seyreden hipoglisemi, metabolik asidoz,
transaminazlarda yiikseklik ve bazen yiiksek amonyak diizeyleri ile karakterizedir (14,31,32).
Idrarda yiikksek miktarlarda HMG yamnisira, 3-metilglutakonat , 3-hidroksiizovalerat, 3-
metilglutarat atilimi da mevcuttur (14,33). Bu ii¢ metabolitin varligr, HMG birikimde temel
kaynagin 16sin  oldugunu diisiindiiriir. Idrarda karnitin  esterlerinin  analizi, 3-
metilglutarilkarnitin varligin1 gosterir ve hastaligin diger bir 06zelligi olan karnitin

yetmezliginden de sorumlu olabilir (34).

2.2.2. Kisa Zincirli Organik Asidiiri

2.2.2.1. Propiyonik Asidiiri

Propiyonik asid, kolesterol, tek karbon zincirli yag asidleri, valin, izol6sin, metiyonin, treonin
amino asidlerinin ve primidinlerin (urasil ve timin) metabolizmasindan kdken alir (2,3).

Normal sartlar altinda propiyonil-KoA, biyotin bagimli karboksilaz ile metilmalonil KoA’ya,

12



sonra da adenozilkobalamin bagimhi bir mutazla, TCA dongiisiinde oksidasyona yol agan
stiksinil-KoA’ya doniistiiriiliir. Bu iki enzimin primer ya da sekonder kusurlari, ilk tanimlanan

organik asidiiriler arasindadir (3).

Biyotin bagimli bir enzim olan propiyonil-KoA karboksilaz (PCC) eksikligine bagh olarak,
idrarda propiyonik asid ve propiyonil karnitinin birikimi olmaktadir. (14,15). Propiyonik
asidemili hastalarda enzimin her iki zincirini de kodlayan genlerde bir¢ok mutasyon
tanimlanmistir (35). Klinik olarak izole PCC eksikligi (propiyonik asidemi) klasik olarak yeni
dogan doéneminde metabolik asidoz, hiperamonyemi, nétropeni, trombositopeni, hipoglisemi,
hipotermi, hipotoni, letarji, apne, hizli baslangicli koma ile kendini gosterir (2,3). Miyeloid
progenitorlerinin bilylimesinin inhibisyonuna bagli nétropeni, ¢ogu vakadaki primer immun
yetmezlige atfedilir (3). Olgularda biriken propiyonil-KoA’nin, CPS’1n allosterik aktivatorii
olan N-asetil glutamatin sentezini inhibe etmesine sekonder olarak, iire dongiisii
defektlerindekine benzer sekilde yiiksek amonyak diizeyleri de goriilebilir (36).
Hiperamonyemi ve hematolojik anormalikler olmaksizin, ketoasidoz ve ensefalopati ile
seyreden geg¢ baslangicl varyantlar da tanimlanmistir. Az sayida hastada ise, kronik gelisme
ya da biiylime geriligi zemininde, 1limlidan siddetliye kadar tekrarlayan ketoasidoz donemleri
ile subakut olarak seyreder. Massoud ve Leonard (37), metabolik kardiyomiyopati sonucu
akut kardiyak yetmezlik gelisen propiyonik asidemili hastalar1 da kapsayan bir grup organik
asidopatili hasta bildirmislerdir. Bu hastalarda miyokardiyal tutulumun patogenezi

bilinmemektedir.

Apoenzim mutasyonlarina bagli olarak ortaya ¢ikan PCC eksikligi, propiyonik asid ve
propiyonilkarnitine ek olarak, idrarda biiyiikk miktarlarda 3-hidroksibiitirat, asetoasetat, ve
diigitk miktarlarda metilsitrat, propiyonilglisin, tiglilglisin, 3-hidroksipropiyonat atilimi ile
birliktedir (2,14). Idrarda metilmalonik asid bulunmaksizin, propionat, 3-hidroksipropiyonat,
propiyonilglisin, tiglilglisin ve metilsitrat bulunmasi hastalik i¢in ¢ok karakteristiktir (14).
Idrar organik asidlerinin GC-MS ile analizi esnasinda, 6rnek hazirh@ sirasinda propiyonik
asidin biiyiik bir boliimii kayba ugrayabilir veya solvent pikinde elue olmasi nedeni ile gézden
kacabilir. Bu durumda idrarda metilsitrat, 3-hidroksipropiyonat ve/veya propiyonilglisin
varligi, mutlaka propiyonat metabolizmas: ile ilgili bir hastaligt diisiindiirmeli ve buna
yonelik ek  calismalar yapilmahdir. Idrar ve plazma acilkarnitinlerinin analizinde
propiyonilkarnitin varliginin saptanmasi da, PCC eksikligi i¢in tanisal deger tasimaktadir.

Propiyonik asidiiri, coklu karboksilaz eksikligi olan hastalarda da ortaya cikabilir, ancak, 3-
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metilkrotonoat ve 3-hidroksiizovalerat gibi organik asidlerin varlifi genellikle hastaliklarin

acik bir sekilde ayrilabilmesini saglar (2,3).

2.2.2.2. Metilmalonik Asidiiri

Metilmalonik asid, propiyonil-KoA’nin enzimik karboksilasyonundan koken alir.
Metilmalonik asidiiri kobalamin bagli bir enzim olan metilmalonil-KoA mutaz eksikliginin
sonucu olarak goriilir. Bu eksiklik enzimdeki mutasyonlara veya kobalamin
metabolizmasindaki genetik kusurlara sekonder olarak ortaya cikabilir (2,15,38). Aym
zamanda, besinsel vitamin B12 eksikliginin de 6nemli bir biyokimyasal gostergesidir. Yiiksek
dozda vitamin B12 ile tedaviye cevabin disinda, primer metilmalonil-KoA mutaz eksikligi
(mut’ ve mut varyantlar1), kobalaminin adenozilasyonunda kusurla karakterize olan
kobalamin varyantlarindan (cb1A ve cb1B) klinik olarak ayirt edilemez. Hastalik siklikla yeni
dogan doneminde siddetli ketoasidoz, hiperamonyemi ve akut ensefalopati ile kendini gosterir
ve PCC eksikligine bagli propiyonik asidemi ve izovaleril-KoA dehidrogenaz eksikligine
bagh izovalerik asidemiden ayirt edilemez (15). Ancak, mutaz mutasyonlarina bagl gelisen
metilmalonik asideminin klinik goriiniimii ¢ok c¢esitli olabilir ve hatta bazi benign ve

asemptomatik varyantlar, organik asid analizi sirasinda rastlantisal olarak saptanabilir (38,39).

Idrar organik asid analizinde biiyiik miktarlarda metilmalonik asid (Sekil 5), 3-hidroksibiitirat
ve asetoasetat ve okzaloasetat, ayrica propiyonatin mitokondri i¢i kondensasyonundan olusan
metilsitrata ek olarak, daha diisiik miktarlarda propiyonat ve 3-hidroksipropiyonat varligi
saptanir. Plazma amino asidlerinin analizinde, glisin birikimi saptanir (40). Diger kobalamin
kusurlarina (cb1C, cblD, cblE, cblF, cblG) bagli metilmalonik asidiiri, hematolojik

anormallikler ve homosistiniiri ile birlikte seyreder (38,41).

Ancak, idrar organik asid anormallikleri, primer mutaz eksikligi olan hastalarda goriilenlerle
aymdir. Benzer sekilde, yetersiz alim ya da absorbsiyon bozukluguna baglh besinsel vitamin
B12 eksikliginde de idrar organik asid anormallikleri, daha 1liml1 olmakla beraber aynidir

(2,15).
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Sekil 5: Metilmalonik asidurili bir olguda idrar organik asidleri (EUTF Klinik Biyokimya
B.D. Arsivi)

2.2.2.3. Glutarik Asidiiri

Dallanmamis, bes karbonlu bir dikarboksilik asid, glutarik asid, 16sin, lizin ve triptofan
metabolizmasinin bir dirliniidiir. Diger idrar organik asid anormallikleri bulunmaksizin, fazla
miktarda glutarik asid atihmi, glutarik asidiiri tip I (GA 1) i¢in karakteristiktir. Bu,
mitokondrial glutaril-KoA dehidrogenaz eksikligine bagli olarak gelisen, nadir goriilen bir
hastaliktir (2,3). Etkilenen hastalar, engellenebilir nérolojik sonuglar ve biyokimyasal
goriinimde 6nceden tahmin edilemeyecek cesitlilikle kendini gosterir (3). Klinik olarak
hastalik, yavag progresyon gosteren bir gelisme geriligi, opistotonus, distoni ve yasamin ilk
birkag¢ ayinda baslayan atetoid postiir, bazen dogumda var olan makrosefali ve frontal ¢ikinti,
siklikla 3 yas Oncesi baglayan ensefalopatik epizodlar ile karakterizedir (3,42,43). Beyin
goriintiilemelerinde frontotemporal atrofi, kriz sonrasi sekeli olarak striatal dejenerasyon ve
bazal ganglionlar ve kaudatta biiziismeler goriiliir. Hipotoni, anormal hareketler, nobetler,

hipoglisemi, hepatomegali akut olaylarla iliskilendirilmistir (3).
Glutarik asid ayrica, coklu agil-KoA dehidrogenaz (MAD) eksikligi olarak da bilinen, glutarik

asidiiri tip I'li bebek ve cocuklarmn idrarlarinda belirgin miktarda bulunur. Bu durum,

mitokondrial elektron transport flavoprotein (ETF) ya da ETF dehidrogenaz (ETF-DH)
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eksikliginden kaynaklanir (44,45). ETF ve ETF-DH, yag asidleri ve ¢esitli amino asidlerin
mitokondrial oksidayonu i¢in temeldir. Hastalik klinik olarak, hastalar arasinda belirgin
farkliliklar gosterir. En siddetli formunda, etkilenen bebekler yeni dogan doneminde,
karakteristik kongenital malformasyonlar (fasiyal dismorfizm, kalgaya birlesik ayak, karin
duvarinda miiskiiler defektler, cinsel organ anormallikleri, bobrek ve beyinde kistik
dejenerasyon), siddetli norolojik bozukluk, hepatomegali, hipoglisemi ve metabolik asidoz
gibi ozellikler gosterir. Diger hastalar, hastalifin en siddetli tipiyle ilgili kongenital
malformasyonlar olmaksizin, erken bebeklik doneminde metabolik anormallikler gosterirler.
En hafif formda ise, hastalik gec bebeklik ve ya cocukluk déneminde inat¢1 kusma epizodlari,
stupor, hepatomegali, miyopati, hepatoselliiler islev bozuklugu ve hipoglisemi ile kendini

gosterir (2).

GA TI’de, klasik biyokimyasal fenotip, agir glutarik asidiiri ve plazmada artmig
glutarilkarnitinden olusur. Idrarda glutarilkarnitin ve glutarilglisinlerin degerlendirilmesi,
yorumlamaya yardimci olabilir (3). ETF ve ETF-DH eksikligi, idrarda glutarat, etilmalonat,
3-hidroksiizovalerat, 2-hidroksiglutarat, 5-hidroksihegzonoat, dikarboksilik asidler olan
adipat, suberat, sebasat, dodekanedionat ve izovalerilglisin, izobiitirilglisin , 2-
metilbiitirilglisin gibi bir ¢ok metabolitin fazla miktarda atilimi ile sonug¢lanir. Laktat siklikla
mevcut olmakla birlikte, 3-hidroksibiitirat ve asetoasetat genellikle bulunmaz ya da eser

miktarlarda bulunurlar (2).

2.2.2.4. 2-Hidroksiglutarik Asidiiri

2-hidroksiglutarik asid, normal idrarda hem D hem de L konfigiirasyonunda bulunur. Agir1 L-
2-hidroksiglutarik asidiiri ektrapiramidal hareket bozukluklari ve nobetler dahil norolojik
hastaliklar1 olan bir ¢ok hastada bildirilmistir (46). Primer metabolik kusur bilinmemektedir.
D-2-hidroksiglutarik asidiiri, yeni dogan doneminde klinik goriinimiin siddetli ya da

asemptomatik olabildigi, norometabolik bir hastaliktir (47).
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2.2.2.5. 4-Hidroksibutirik Asidiiri

4-hidroksibiitirik asid, 4-aminobiitirik asid (GABA) metabolizmasinin otozomal resesif
gecisli, nadir goriilen bir bozuklugu olan siiksiniksemialdehit dehidrogenaz eksikligi bulunan
hastalarin idrarinda birikir. Hastalik klinik olarak mental retardasyon, hipotoni, siddetli ataksi

ve dizartri ile karakterizedir. (48-51).

2.2.2.6. Malonik Asidiiri

Geligme geriligi ile birikte, kalitsal malonil-KoA dekarboksilaz eksikligi bulunan az sayidaki
bebekte, idrarda fazla miktarlarda malonik asid atilimi tanimlanmistir. Bazi ¢aligsmalarda

kusura kardiyomiyopatinin de eslik ettigi bulunmustur (52-53).

2.2.2.7. Etilmalonik Asidiiri

Etilmalonat ve C-6 dikarboksilik asid adipat, 6zellikle 1limli form MAD eksikligi olan
hastalarin idrarinda belirgin olup, bu durum etilmalonik-adipik asidiiri olarak adlandirilmistir
(44). Etilmalonat, metilsiiksinatla beraber, kisa zincir acil-KoA dehidrogenaz eksikligi olan

hastalarin idrarinda da bulunur (54).

Etilmalonik ensefalopati (EE), baslangicta Italyan ailelerinde bildirilmis olan, otozomal
resesif gecis gosteren bir kalitsal hastaliktir. Burlina ve ark., israrh etilmalonik ve 2-
metilsiiksinik asidiiri, laktik asidoz, ortostatik akrosiyanoz, kronik diare ve ilerleyici norolojik
anormalliklerin yaklasik 2 yas civarinda ti¢ olguda O6liimle sonuglandigi dort alisilmamis
Italyan hasta tanimlamuslardir (55). Yag asidi oksidasyonu ile ilgili ¢alismalarin tiimii normal
olmakla birlikte, olgularin birinde kismi sitokrom c oksidaz eksikligi bulunmustur. Garavaglia
ve ark. buna ek olarak, hemen hemen ayni klinik 6zellikler gosteren, izole etilmalonik
asidiirisi, 1srarhh laktik asidozu ve kas sitokrom c oksidaz eksikligi olan iki italyan hasta
tanimlamislardir (56). Christensen ve ark. ve Lehnert ve Ruitenbeek kas sitokrom c oksidaz
eksikligi olan, metilsiiksinik asidiirisi olmaksizin etilmalonik asidiirisi olan baska hastalar da

bildirmislerdir (57, 58).
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Bu bulgularin kombinasyonu genellikle ¢oklu mitokondriyal agil KoA dehidrogenaz
enzimlerinin bozukluguna gostermesine ragmen, yapilan yogun calismalar altta yatan spesifik
kusuru agiga ¢ikarmada yetersiz kalmistir. 2004 yilinda EE gen lokusu tanimlanmistir ancak

mitokondriyal protein olan gen iiriiniiniin islevi heniiz aydinlatilamamistir.

Etilmalonik asidiirinin yorumu siklikla zordur. Bazi saglikli goriintimlii cocuklar yanisira,
kalitsal fruktoz intoleransi ve 3-metilkrotonoil-KoA karboksilaz eksikligi gibi cesitli kalitsal
metabolik hastaliklar1 olan bebeklerin idrarinda, diisiikk konsantrasyonlarda etilmalonatin
spesifik olmayan bir bulgu olarak yer aldigi bildirilmistir (59). Gastrointestinal florada
rahatsizlig1 olan olan bebeklerde, laktik asid, metilmalonik ve 3- hidroksipropiyonik asidiiri
ile beraber gecici etilmalonik asidiiri bildirilmistir (60). Bu durumu Lehotay ve Clarke,
ozellikle akut gastroenteriti olan prematiire bebeklerde gézlemlemis; sorun enfeksiyonun
giderilmesi ile ¢oziinlenmis ve etilmalonik asidiiri ile iliskili kalitsal metabolik hastaliklarla

ilgili herhangi bir klinik ve biyokimyasal kanit saptanmamaistir (2).

2.2.2.8. Fumarik Asidiiri

Fumarik asidiiri, fumarat hidrataz aktivite eksikligine bagl olarak gelisen, ender goriilen bir
kalitsal metabolizma kusurudur. ki gen¢ eriskinde, mental retardasyon ve konusma
bozuklugu ile birlikte idrarla agir ve izole fumarat atilimi bildirilmistir (61). Daha sonra erken
bebeklikte ensefalopati, gelisme geriligi, hipotoni, nobetler, beyin malformasyonlar1 ve
dismorfik yiiz 6zelliklerinin goriildiigii vakalar da bildirilmistir (62). Biiylik miktarlarda
fumarat atihmina diger bir idrar organik asid anormalliginin eslik etmemesi ve plazma
fumarat konsrantrasyonlarinin yiiksek saptanmamis olmasi, arastirmacilara primer kusurun,
organik asidlerin renal tubuler reabsorbsiyonunda bir bozuklugu diistindiirmiistiir.

Hastalardaki mental sorunlarin mekanizmasi ise agik degildir (2).

2.2.2.9. Siiksinilasetoniiri

Siiksinilaseton, fumarilasetoasetat (FAA) hidrolaz eksikligine bagli olarak gelisen herediter
tirozinemi tip I'li hastalarin idrarinda biriken siiksinilasetoasetattan (SAA) koken alir (63).
Biriken FAA, enzimatik olarak SAA’ya indirgenir, ve daha sonra enzimatik olmayan bir

tepkime ile stabil olan siiksinilasetona cevrilir. Tirozinemi tip I’li hastalarin idran siklikla
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diisiik miktarlarda SAA ve FAA icermesine ragmen, siiksinilaseton idrardaki en karakteristik
organik asid anormalligidir (Sekil 6). Herediter tirozinemi tip I’in klinik goriintimii genellikle,
hipoglisemiye ek olarak anazarka, assit, hiperbilirilbinemi, hiperamonyemi ve koagiilopatiyi
iceren  siddetli karaciger islev bozuklugu seklindedir (64). Plazma amino asidlerinin
analizinde, siklikla siddetli hepatoselliiler hasarla iligkili olan, yiiksek tirozin, fenilalanin ve
metiyonin diizeyleri gibi karakteristik anormallikler gozlenir. Plazma alfa-fotoprotein

diizeylerindeki belirgin yiikseklik, hastaligin karakteristik 6zelliklerinden biridir.

3584007 4-hidroksifenillaktik asid \ 4-hidroksifenilpiriivik asid
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Sekil 6: Tirozinemili bir olguda idrar organik asidleri (EUTF Klinik Biyokimya B.D. Arsivi)

Hastalarda tubiiler islev bozukluguna bagl olarak gelisen fosfat kaybinin bir sonucu olarak,
siklikla rahitis geligir. Siiksinilasetona ek olarak idrarda yiiksek konsantrasyonlarda 4-
hidroksifenilpiruvat ve 4-hidroksifenilpiruvik asid dioksijenazin nonspesifik eksikliginin bir
sonucu olarak, diger tirozin metabolitleri bulunur. Tani, karacigerde FAA hidrolaz 6l¢iimii ile
dogrulanir. Herediter tirozineminin yonetimi, yakin ge¢miste p-hidroksifenilpiruvik asid
dioksijenazin, NTBC olarak adlandirilan bir iiriinle, farmakolojik olarak inhibe edilmesi ile
carpict bir sekilde degismistir. Bu ilag, muhtemelen FAA ve maleilasetoasetat birikimini

engeleyerek hizli gelisen hepatoselliiler hasar1 durdurmaktadir (65).
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2.2.2.10. Okzalik Asidiiri

Hiperokzalik asidiiri (veya hiperokzaliiri) , ¢esitli ilaclar ve toksinlerin (6rnegin askorbik asid,
etilen glikol, metoksifloran) alinimina bagh olarak, inflamatuvar barsak hastaliginda artmig
intestinal absorbsiyona bagli olarak ya da diyetle asir1 alim sonrasinda goriilebilir. Yiiksek
miktarda okzalat sentezine yol agan iki primer metabolik kusur tanimlanmistir (66,67). Primer
hiperokzaliiri tip I, peroksizomal alanin:gliokzilat aminotransferaz eksikligine baglh olarak
gelisir ve yiiksek miktarlarda gliokzilat, glikolat atilimu ile iligkilidir (68). Etkilenen olgularda,
bazen erken bebeklik doneminde olmak iizere, renal kolik ya da asemptomatik hematiiri
goriilebilir. L-gliserik asidiiri olarak da adlandirilan primer hiperokzaliiri tip 1I,
hidroksipiruvat metabolizmasinda ¢ok ender bir kusura baghdir ve idrarda L-gliserik asid
varligi ile tip I’den ayirt edilebilir (2). Sekonder hiperokzaliiri, etilen glikol zehirlenmesine
veya intestinal malabsorbsiyonlu hastalarda, diyetle alinan okzalatin absorbsiyonundaki artisa
bagh olarak gelisir ve okzalat metabolizmasi ile ilgili primer bozukluklarindan ¢ok daha

yaygindir (67).

2.2.2.11. N-Asetilaspartik Asidiiri

Canavan hastaligi, aspartoagilaz kalitsal eksikligine bagli olarak gelisen, siddetli ve erken
baslangi¢cli norodejeneratif bir hastalik olup, hastalifa sahip olan bebeklerin idrarinda

degisken derecelerde yiiksek N-asetilaspartat diizeyleri saptanir (6,69).

2.2.3. Orta-Zincirli Dikarboksilik Asidiiri

Orta-zincirli dikaboksilik asidiiri, kalitsal mitokondrial yag asidi oksidasyon kusurlarinin
genel bir 6zelligidir (70-73). Mitokondrial yag asidi oksidasyonu, dort farkli grup enzimin
ardisik etkisi ile gergceklesir. Her bir grup genetik olarak farkli alt gruplardan meydana gelir ve
yag asidi ara iirtinlerinin zincir uzunluguna baglh olarak, substrat 6zgiinliikleri farklilik
gosterir. Mitokondrial beta-oksidasyon kusuru sonucunda biriken yag asidi ara iiriinleri,
endoplazmik retikulumda omega oksidasyonla ve peroksizomal beta oksidasyonla kisa
zincirli dikarboksilik asidlere okside olurlar. Peroksizomal beta oksidasyonla ilgili enzimler,

6-10 karbondan kisa zincir uzunlugundaki yag asidlerinin ve dikarboksilik asidlerin
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oksidasyonunu katalizleyemediginden, buna bagli olarak C-6, C-8, C-10’e karsilik gelen
dikarboksilik asidler (adipik, suberik, sebasik asidler) birikerek, idrarda yiiksek
konsantrasyonlarda atilir. Bu hastalik grubu, klinik olarak, akut karacigerde islev bozuklugu,
akut ensefalopati ya da miyopati (kardiyomiyopati dahil) bulgular1 ile birlikte giden
hipoketotik hipoglisemi ya da bu bulgularin kombinasyonu ile seyreder.

Ayrica, valproat kullanan c¢ocuklarda, orta zincirli trigliserid (MCT) iceren mamalarla
beslenen bebeklerde ve belirgin ketoasidozu olan hastalarda orta zincirli dikarboksilik asidiiri,
saptanabilir. Bu durumlarda, yiiksek miktarlardaki 3-hidroksibiitirat ve asetoasetat varligi,

olgularin kalitsal yag asidi oksidasyon kusuru olan hastalardan ayrilmasini saglar.

2.2.3.1. Orta-Zincir Acil-KoA Dehidrogenaz (MCAD) Eksikligi

Dikarboksilik asidiiri ile iliskili kalitsal yag asidi oksidasyon kusurlarinin en sik goriileni
MCAD eksikligidir (74-78). Bu durum klinik olarak akut baslangicli anoreksi ve kusma,
stupor ve komaya ilerleyen letarji, hepatoselliiler islev bozuklugu ile giden hepatomegali,
hipotoni, hipoglisemi ve hiperammonyemi ile karakterizedir. Bir ¢ok vakada 6liim, ani bebek
6limii sendromundan siiphelenilecek kadar hizli ve beklenmedik bir sekilde olur (79-81). Bu
durum, klinik olarak siklikla Reye sendromundan ayrilamaz ve etkilenen bir¢ok cocuk
asemptomatiktir (76,78,82,83). Bulgularin yasamin ilk iki yili i¢inde baglamasi, araya giren
onemsiz hastaliklar ve aglik sonucunda kompanze edilemeyen metabolik asidoz, pozitif aile

Oykiisii, klinisyeni hastada MCAD eksikligi olma olasilig1 yoniinden uyarmalidir.

Akut metabolik dekompanzasyon esnasindaki idrar organik asid analizinde, karakteristik
olarak yiiksek miktarlarda adipat, suberat ve sebasat ve hegzanoat ve oktaonatin (omega-1)-
hidroksi tiirevleri olan 5- hidroksihegzanoat, 7-hidroksioktaonat, ayrica diisiik miktarlarda 3-
hidroksibiitirat ve asetoasetat varligi veya yoklugu saptanir (71,84,85). Cocuk bulgusuz
donemde iken yapilan idrar organik asid analizi, tamamen normal bulunabilir. Ancak,
etkilenen hastalarda yapilan idrar acilkarnitin ve agilglisin analizinde, klinik durumlarindan
bagimsiz olarak, genellikle oktanoilkarnitin ve hegzanoilglisin ve fenilpropiyonilglisin varlig
saptanir (86-87). Idrarda bu organik asid esterlerinin varligi, hastalik i¢in hemen hemen
patognomonik bir bulgudur. Acilkarnitinlerin ve agilglisinlerin analizi, 6zellikle kalitsal yag
asidi  oksidasyon kusurlarimin  tanimlanmasinda  yararli  bulunmustur.  Idrardaki

acilkarnitinlerinin analizi, sadece hastadaki karnitin depolarinin yeterli oldugu durumlarda
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tanisal olarak giivenilir veriler saglar. Karnitin yetmezligi, yag acil-KoA dehidrogenaz
eksikliginde yaygin bir 6zellik oldugundan, acilkarnitin analizinin L-karnitin yiiklemesinden
(100mg/kg) 4-8 saat sonra toplanan idrarda yapilmasim Onerenler de vardir. Idrar
acilkarnitinlerinin analizi, teknik olarak zor ve hantal bir yontem olmakla birlikte, MCAD
eksikliginin ve diger yag asidi oksidasyon kusurlarinin saptanmasinda daha duyarh olabilir
(85,87,88). Fenilpropiyonat ve tiirevleri muhtemelen intestinal bakteriyel metabolizma
tiriinleri olup, normal olarak absorbe olur, mitokondriyal beta oksidasyonla metabolize
edilirler. Idrar acilglisin analizi ile MCAD eksikligini daha duyarl olarak saptayabilmek icin,
olgulara fenipropiyonat yiiklenmesini 6nerenler de bulunmaktadir (89).

Asemptomatik olgularda veya oOlim nedeniyle idrar elde edilemeyen olgularin
arastirilmasinda, plazma veya kurutulmus kan damlasinda organik asid analizi de yardimci bir
yontemdir. Plazmada orta zincirli, doymamis, on karbonlu yag asidi olan cis-4-desenoik asid
birikiminin, MCAD eksikligi i¢in karakteristik oldugu kabul edilmektedir (90-94). Bir ¢ok
toplumda MCAD mutasyonlarinin %90’ 1ndan fazlasi cDNA’nin 985. niikleotid pozisyonunda
A-G yer degistirmesi sonucu 329. kodonda glutamat yerine lizin iiretilen tek nokta
mutasyonuna baghdir (95,96-99). Yaygin olan bu mutant allelin varliginin belirlenmesi,
MCAD eksikligini dogrulamada yararli olmasi yanisira, tasiyici bireylerin belirlenmesi icin

de 6nem tasimaktadir.

2.2.3.2. Uzun-Zincir Acil-KoA Dehidrogenaz (LCAD) Eksikligi

LCAD eksikligi olan hastalarda, adipat, suberat ve sebaseata ek olarak, dikarboksilik asidiiri
C-12 ve C-14 dioik asidlerin atilimini da s6z konusudur (100,101). Plazma karnitin diizeyleri
azalirken, esterifiye olan karnitin oram artmaktadir. Akut metabolik dekompanzasyon
doneminde idrar veya plazma analizi, uzun zincirli agilkarnitinlerin varligim gosterir. Bir ¢ok
hastada klinik goriiniim, MCAD eksikligi veya Reye sendromu ile iliskili olan bulgulardan
farkli olmayabilir. Akut ensefalopati (kusma, letarji, stupor, koma), hipoketotik hipoglisemi,
hepatomegali ve hipotoni yaygindir. LCAD eksikliginde hastaligin baslangici genellikle,
MCAD eksikligindekinden daha erken olup, miyopati daha siddetlidir, ayrica MCAD
eksikliginde hemen hemen hi¢ goériilmeyen kardiyomiyopati belirgin bir bulgudur (78,102).
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2.2.3.3. Kisa-Zincir A¢il-KoA Dehidrogenaz (SCAD) Eksikligi

SCAD eksikligi, MCAD ve LCAD eksikliklerinden ¢ok daha seyrek goriiliir. Rapor edilen az
sayida hastada, iskelet kas zayifligi, kardiyomiyopati, nétropeni, metabolik asidoz, biiytime
geriligi, gelisme geriligi tanimlanmistir (103-105). Miyopati, etilmalonik asidiiri ve sekonder
karnitin yetmezligi olan bir yetiskinde SCAD eksikligi kas dokusunda sinirli kalmis, deri

fibroblast kiiltiirlerinde aktivite normal bulunmustur (106).

SCAD eksikligi olan baz1 bebeklerde hipoglisemi bildirilmis olmakla beraber, ketogenez
normal gibi goriinmektedir. SCAD eksikliginde idrar organik asid paterni degisken
miktarlarda etilmalonat, metilsiiksinat, adipat varlig1 ile karakterize olup (54,103,105), bazi
idrarlarda biitirilglisin, biitirilkarnitin de bulunabilir. Dikarboksilik asidiiri hastaligin belirgin
bir ozelligi degildir. SCAD eksikligi gosterilmis hastalarda gozlenen idrar organik asid
paterni, enzim aktivitesi normal olan kisilerde de goriilebilir. Bu nedenle kesin tani i¢in kas ve

fibroblastlarda enzim aktivitesinin analiz edilmesi gerekir (54).

2.2.3.4. 3-Hidroksidikarboksilik Asidiiri

3-hidroksidikarboksilik asidler, yag asidlerinin mitokondrial beta oksidasyonundaki ara
tiriinlerdir. Mitokondri icindeki yag acil-KoA esterleri, substrat 6zgiinliikleri yag asidi zincir
uzunluguna bagli olan kisa (6rn. biitirik asid), orta (6rn. oktanoik asid), uzun (6rn.
hegzadekanoik asid); olmak iizere, 3 adet yag acil-KoA dehidrogenazin katalizledigi
tepkimelerle A? ansatiire tiirevlerine doniistiiriiliirler. A? ara iirlinlerinin ileri oksidasyonu ise
iki tane ii¢ fonksiyonlu enzim; kisa ve uzun zincir enoil-KoA hidrataz/3-hidroksiacil-KoA
dehidrogenaz/3-oksoacil-KoA tiyolaz ile katalizlenir (107,108). Spesifik LCHAD aktivite
yetmezligi olan hastalarda, uzun zincir (C-12, C-14) 3-hidroksidikarboksilik asidler ve
monokarboksilik asidlerin idrarda birikimi s6z konusudur. Hastaligin klinik goriiniimii
degiskendir. Hastalik en yaygin olarak erken bebeklik doneminde, hipoketotik hipoglisemi
epizodlari, hepatoselliiler islev bozuklugu, miyopati ve kardiyomiyopati ile kendini gosterir
(109-115). Ancak 12-24 ay civar1 gibi daha gec donemde, iskelet kasi ve kardiyak
miyopatinin baskin oldugu formda (116), baz1 vakalarda bu bulgulara periferal noropatinin
eslik etmesi ile de ortaya ¢ikabilir (117). Bu hastalik grubunun tan1 almasi, 6zellikle organik

asidiirinin gecici olarak ortaya ¢ikmasi nedeni ile cok giictiir. Idrar organik asid paterni, akut
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metabolik dekompanzasyon donemleri disinda genellikle normaldir. Semptomatik epizodlar
sirasinda bile 3-hidroksidikarboksilik asidiiri, nadiren, MCAD eksikligi olan bebeklerde
goriildiigli gibi belirgin sekilde ortaya ¢ikmaktadir . Siklikla spesifik LCHAD eksikligi olan
bir ¢ok hastadan klinik olarak ayrilamayan, ii¢ fonksiyonlu enzimin {ii¢ aktivitesinin de eksik
oldugu hastalar tanimlanmis olup, bu olgularin idrar organik asid profili olduk¢a benign olup,

sadece diisiik miktarlarda etilmalonik asid, adipik ve suberik asid saptanir (118) .

LCHAD eksikliginin, gebelikteki akut karaciger yaglanmasi patogenezi ile iligkili oldugu
saptanmistir (119,120). LCHAD eksikligi yoniinden heterozigot olan bir kadin, bu hastalik
yoniinden homozigot olan bir fetusa hamile ise, siddetli akut yagh karaciger gelisme riski
oldukga yiiksek olabilir. LCHAD eksikligi olan hastalar ile MCAD eksikligi olan hastalar
arasindaki klinik farkliliklar, ayrica kismi LCHAD aktivite eksikliginin gebelikteki akut yagh
karaciger ile olan iliskisi, 3-hidroksia¢il-KoA dehidrogenaz eksikliginin sadece yag asidi
oksidasyon kusuruna bagli olmadigim gostermekte olup; patolojinin doku dagilimi ve klinik
siddeti, siddetli doku spesifik toksisiteye yol agan, heniiz tantmlanmamis bazi ara iiriinlerin

birikimini diisiindiirmektedir.

Kisa zincir 3-hidroksiacil-KoA dehidrogenaz (SCHAD) eksikligi son derece nadir goriiliir.
Bildirilen tek vaka kas zayifligi, intermittan rabdomyoliz, ensefalopati ve kardiyomiyopati
Oykiisii olan bir gen¢ kizdir (121). Organik asidiiri sadece gegici donemlerde ortaya ¢ikmig
olup, hastaliginin klinik siddeti ile uyum gostermemistir. Patern, LCHAD eksikligindeki

organik asidiiriye benzemektedir.

Bir cok arastirmada, hepatoselliiler hastalifin akut fazinda idrarlarinda yiiksek diizeylerde 3-
hidroksi-dodekandioik asid saptanan, ancak altta yatan hepatopati diizelince ortadan kalkan ve
LCHAD aktivitesi normal olan ¢ok sayida hasta bebekle karsilagilmistir. Uzun zincir 3-
hidroksidikarboksilik ve monokarboksilik asidiiri, ayrica sekonder bir durum olarak, tip III
glikojen depo hastaligi ve mitokondriyal solunum zinciri kusuru olan bazi hastalarda da

bildirilmistir (122,123).

Uzun zincir 3-hidroksidikarboksilik ve monokarboksilik asidiirinin yorumlanmasi zordur.
Klinik goriiniim gii¢lii bir sekilde kalitsal mitokondriyal yag asidi beta oksidasyon kusurunu
diisiindiirse de, ilgili enzimin spesifik analizi ile dogrulama yapilmalidir. Bu analizler icin

uygun olan 6rnek deri fibroblast kiiltiiriidiir.
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2.24. Aromatik Organik Asidiiri

2.2.4.1. Fenilpiruvik Asidiiri (ve Fenillaktik Asidiiri)

Fenilpiruvik asid ve fenillaktik asid, fenilalaninin transaminasyonundan elde edilirler. Bu
bilesikler ilk olarak, en yaygin goriillen kimsayal anormalliklerden biri olan, kalitsal
fenilalanin hidroksilaz eksikligine bagli fenilketoniiride (PKU) idrarda yiiksek diizeylerde
tamimlanmistir. Hastaligin tanisi, plazmada yiiksek fenilalanin diizeylerinin gosterilmesi ve
enzimin pteridin kofaktorii olan tetrahidrobiyopteridin metabolizmasi ile ilgili primer bir

kusurun diglanmasi ile konulmaktadir(2).

2.2.4.2. Fenilasetik Asidiiri

Idrardaki fenilasetatin en biiyiikk boliimii, bakteriyel metabolizmadan ve barsaktan
absorbsiyondan koken alir. Fenilasetat, PKU’li hastalarin idrarlarinda minor bir bilesen olarak
birikir. Siddetli hepatoselliiler hastaligi olan hastalarda da biiyiikk miktarlarda bir atilim

saptanabilir (2).

2.2.4.3. 4-Hidroksifenilpiruvik Asidiiri (ve 4-Hidroksifenillaktik Asidiiri)

4-hidroksifenilpiruvik asid (4-HPPA) tirozinin transaminasyonundan koken alir. Birikim, 4-
HPPA’in homogentisik aside doniisiimiinii katalizleyen 4-hidroksifenilpiruvik asid
dioksijenaz enzimindeki eksiklige bagli olarak goriiliir. Tepkime, askorbik asid varligina
ihtiyag duyar ve aromatik halkanin hidroksilasyonu, yan zincirin gocii ve yan zincirdeki
piruvatin asetata oksidasyon ve dekarboksilasyonunu bir arada icermektedir. Prematiire
bebeklerde, gelisimsel imamatiiriteye bagl olarak kismi enzim eksikligi yaygin olarak goriiliir
Bu durum plazmada yiiksek tirozin ve fenilalanin diizeyleri, idrarda yiiksek miktarlarda 4-
hidroksipiruvat atilimi ile seyreden gecici hipertirozinemi ile sonuglanir. Prematiiritenin diger
komplikasyonlarn disinda, yeni doganin gecici hipertirozinemisi genellikle iyi seyirlidir.
Birka¢ giin yiliksek dozda askorbik asid tedavisi, genellikle organik asidiirinin ortadan

kalkmasin saglar.
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Etiyolojisi ne olursa olsun hepatoselliiler islev bozuklugu da 4-hidroksifenilpiruvik asidiirinin
sik goriildiigii diger bir durumdur. Bebeklerde, tip I herediter tirozineminin, diger siddetli
hepatoselliiller hastalik nedenlerinden ayirt edilmesi zor olabilir. Siddetli karaciger
hastalifinda, genellikle tirozin ve fenilalanin diizeyleri yliksektir ve 4-hidroksifenilpiruvat ve
diger tirozin metabolitlerinin atilmi siddetli olabilir. Bununla beraber tip I herediter
tirozinemide, plazma alfa-fetoprotein diizeyleri belirgin derecede yiiksektir ve idrar organik
asid analizinde, diger durumlarda ortaya c¢ikmayan bir bilesik olan siiksinilaseton varligi

saptanir.

4-hidroksifenilpiruvik asidiiri, herediter tirozinemi tip III olarak siniflandirilan, primer 4-
HPPA dioksijenaz eksikligine bagli olarak gelisen, ¢ok ender bir hastalikta da goriiliir.
Hastalik, klinik olarak 1limli mental retardasyon ve aralikli olarak gelisen ataksi ile
karakterizedir (124,125). Sitozolik tirozin transaminazin kalitsal eksikligi ise herediter
tirozinemi tip Il olarak siniflandirilir (Richner-Hannart sendromu ya da okiilokutanoz
tirozinemi olarak ta adlandirilir) ve korneal erezyonlar, opaklagsma, skarlasma ile beraber,
avuc i¢i ve ayak tabaninda agrili vezikiiller ve hiperkeratoz ile karakterizedir. Mental

retardasyon ise sabit olmayan bir bulgudur (2).

2.2.4.4. Homogentisik Asidiiri

Homogentisik asid, fenilalanin ve tirozin metabolizmasindan koken alir. Homogentisik asid
oksidazin primer eksikligine bagli olarak gelisen alkaptoniiri hastalarinda birikir ve idrarla
atilir (Sekil 7). Karakteristik olarak, hastalarin idrar1, hava ve 1s13a maruz kalinca, kararr.
Homogentisik asidin kollagen capraz baglan iizerine etkisinin sonucu olarak ge¢ gelisen

dejeneratif eklem hastaligina ragmen, goreceli olarak benign bir durumdur (2).

2.2.4.5. Ksantiirenik Asidiiri

Ksantiirenik asid, triptofan metabolizmasinda bir ara iiriin olan 3-hidroksikniirenin’den koken
alir. Kiniireninaz, 3-hidroksikinureninin 3-hidroksiantranilik aside doniisiimiinii katalizleyen,
pridoksin bagimli bir enzimdir; pridoksin eksikligi, triptofan yiiklenmesine bir yanit olarak,
artmig kiniirenin, 3-hidroksikiniirenin ve ksantiirenik asid atilimi birliktedir (126). Aym

enzimde pridoksine direncli olan bir kusur bulunmasi, ksantiirenik asidiirinin de ayn1 zamanda
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goriildiigli hidroksikiniireniniirinin nedeni olabilir (127). Ksantiirenik asidiirili baz1 hastalarin

zihinsel oziirlii olmasina ragmen, bu metabolik anormallik klinik olarak benign seyirlidir.

4-hidroksifenillaktik asid
3407
4-hidroksifenilpiriivik asid
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Homogentisik asid
2e+07.
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Sekil 7 : Alkaptonuri olgusunda idrar organik asidleri (EUTF Klinik Biyokimya B.D. Arsivi)

2.2.5. Laktik Asidiiri

Idrarda yiiksek miktarda laktik asidin bulunmasi, idrar organik asid analizinde karsilasilan en

yaygin anormalliklerden biridir (Tablo 1).

2.2.5.1. Laktat Metabolizmasinin Edinsel Bozukluklar:

Sistemik laktik asidoz, bir¢ok edinsel hastaligin 6zelligidir. Doku perfiizyonunun yeterli gibi
goriindiigii bir cok siddetli sistemik hastaligin bir 6zelligi olmasina ragmen, Cohen Woods
tarafindan tip A olarak adlandirilan ve doku hipoksisine bagh gelisen laktik asidoz,
muhtemelen laktik asidiirinin en sik goriilen nedenidir (2). Hipoksiye bagl laktik asidoz
genellikle hipoksik durumun diizeltilmesiyle hizla geri donerken, kalitsal metabolik kusurlara

bagh laktik asidoz, genellikle tedaviye daha direnclidir.
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Laktik asidoz sistemik bir hastalikla iliskili oldugunda, parenkimal karaciger hasar1 gibi
oncelikli olan durum, yag asidi oksidasyon kusuru, herediter tirozinemi ya da laktat
metabolizmasinin bazi primer bozukluklar1 gibi kalitsal bir metabolik hastaliga bagliysa,
tanisal zorluk yasanabilir. Laktik asidoz salisilizm, akut etanol, metanol zehirlenmelerinin ya
da etilen glikol alimmminin da spesifik bir ozelligidir. Ayrica yiikksek konsantrasyonda
karbonhidrat infiizyonu yapilmis, yetersiz beslenmis bebeklerde ve total parenteral nutrisyon

(TPN) alan hastalarda da rastlanabilir (2,128).

2.2.5.2. Laktat Metabolizmasinin Kalitsal Kusurlar:

Laktik asidozlu hastalarin goreceli olarak kiigiik bir boliimii kalitsal metabolizma kusurlar ile
aciklanabilir, ancak asidozu 1srarli olan hastalarda bu oran oldukg¢a yiiksektir (2). Laktat,
laktat dehidrogenazin (LDH) katalizledigi, NADH bagmli bir tepkime ile, piruvatin
indirgenmesinden elde edilir (129). Tepkime geri doniisiimliidiir ve yeterli NAD"/NADH
konsantrasyonlarinda hizla termodinamik dengeye ulasir. Laktat ayrica kor ug¢ 6zelliginde bir
metabolittir, yani metabolik olarak ortadan kaldirilmasi sadece Onciilii olan piruvat iizerinden
gerceklesir. Laktatin verilen herhangi bir kompartmandaki sabit konsantrasyonu, direkt olarak
piruvat, NAD" ve NADH diizeyleri ile orantilidir. Laktik asidozla iliskili kalitsal
metabolizma kusurlari, piruvat birikime baglh olanlar, NADH birikimine bagl olanlar ya da
her iki iriiniin birikimine yol acan kusurlar olarak siniflandirilabilir. Birikim, ortadan
kaldirilma kusuruna bagli veya bilesiklerden herhangi birinin artmig {iretimine bagh

olabildigi gibi, her iki durum bir arada da bulunabilir.

Piruvatin ortamdan uzaklastinlmasindaki bir kusura baglh olarak birikimi, piruvat
oksidasyonundaki primer bozukluklar olan piruvat karboksilaz eksikligi, PDH eksikligi ve
PDH fosfataz eksikliginde, laktik asidozun temel sebebidir. Glukoneogenez bozukluklar gibi,
sekonder laktik asidoz ile giden kalitsal metabolik kusurlarda, piruvat birikiminin
mekanizmasi c¢ok net degildir ve muhtemelen piruvat iiretimindeki artis yanisira,
uzaklastirilmasindaki azalma ile iligkilidir. Nedeni ne olursa olsun, piruvat birikimi birlikte
giden laktik asidozda, piruvatin geri doniisiimlii transaminasyonuna bagh olarak, plazmada

alanin diizeylerindeki artig da egslik eder (2).
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Tablo 1 : Laktik Asidozun Klinik Siiflandirmasi (2)

Edinsel Kalitsal metabolik kusurlar
Hipoksemi Primer

Dolasim kollapsi Piruvat metabolizmasi kusurlar
Sok PDH eksikligi

Konjestif kalp yetmezligi

Siddetli sistemik hastalik

Karaciger yetmezligi

Piruvat karboksilaz eksikligi

PDH fosfataz eksikligi
NADH oksidasyon kusurlart
Mitokondrial elektron transport kusurlari

Sekonder

Glukoneogenez bozukluklar

Bobrek yetmezligi Glikojen depo hastaligi, tip 1
Diabetik ketoasidoz Herediter fruktoz intoleransi

Akut pankreatit PEP-karboksikinaz eksikligi

Akut 16semi Fruktoz 1,6 difosfataz eksikligi
Intoksikasyon Yagasidi oksidasyon kusurlar
Etanol Biyotin metabolizmasi kusurlar
Metanol Biyotinidaz eksikligi

Etilen glikol Holokarboksilaz sentetaz eksikligi
Oral hipoglisemik ilaglar Organik asid metabolizmasi kusurlart
Asetilsalisilik asid HMG-KOoA liyaz eksikligi
Besinsel eksiklik Propiyonik asidemi

Tiamin eksikligi Metilmalonik asidemi

Diger organik asidopatiler

NADH birikimine bagh gelisen laktik asidoz, kalitsal mitokondriyal elektron transport zinciri
bozukluklarinin bir 6zelligidir (2). Elektron transport kusuru olan hastalarda piruvat iiretimi
de artmistir, ancak bu artis, NADH birikimine gore daha hafiftir. Sonug olarak, bu hastalarin
kaninda laktat/piruvat orami karakteristik olarak artmistir. Elektron transport kusuru olan
hastalarda laktik asidozun derecesi degisken olmakla birlikte, nadiren primer piruvat
metabolizma bozuklugu olanlar kadar siddetlidir. Nedeni ne olursa olsun, siddetli laktik
asidoza, siklikla diisiik ya da ilimli miktarlarda 2-hidroksibiitirat atilimi da eslik etmekte olup,

bu iiriin, muhtemelen metiyonin, homosistein, homoserin ve treoninden elde edilmektedir
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(130). Bu sartlarda, bu bilesigin idrarda bulunmasi, 2-hidroksibiitirat metabolizmasindaki

primer bir kusurdan kaynaklanmamaktadir.

2.2.5.3. D-Laktik Asidiiri

Metabolik asidozu olan, ancak enzimatik tekniklerle kan laktat diizeyi normal bulunan
hastalarda, GC gibi fizikokimyasal analitik yontemlerle laktik asid konsantrasyonlarinin
yiikksek saptanmasi, biriken {riiniin, barsak stazi olan hastalarda biriken bakteriyel bir
metabolit olan, D-laktat oldugunu diisiindiiriir (131,132). Bu bilesigin birikimi, baz1 vakalarda
ensefalopati nedeni olabilmektedir (133,134).

2.2.6. Ketoniiri

Ketoniiri (yiiksek diizeylerde asetoasetat ve 3-hidroksibiitirat atilimi), achiga kars1 fizyolojik
bir yanit olarak veya glukoz oksidasyonundaki primer ya da sekonder kusurlara bagh olarak
artan yag asidi oksidasyonunun bir yansimasidir (2). Genellikle 3-hidroksiizobiitirat,
3-hidroksiizovalerat, 2-hidroksibiitirat ve dikarboksilik asidlerden Ozellikle C-14 zincir
uzunluguna kadar olan 3-hidroksi tiirevleri eslik etmektedir (4). Organik asid
metabolizmasindaki bir c¢ok kalitsal kusurda, glukoz kullamiminda sekonder kusurlar
bulunmakta olup, akg¢aaga¢ surubu hastaligi, metilmalonik ve propiyonik asidemi gibi
hastaliklarda asetoasetat ve 3-hidroksibiitiratin artmig atilimi, sik goriilen bulgulardir. Ketozis,
nedeni ne olursa olsun, dikarboksilik asidler, adipat, suberat ve sebaseat atiliminda artig ile
birliktedir (2). Dikarboksilik asidiirinin eslik etmesi, keton cisimlerinin yiiksek
konsantrasyonlar1 haricinde, uzun zincir 3-hidroksiagil-KoA dehidrogenaz ya da ii¢
fonksiyonlu protein eksiklik profilini taklit edebilir. Yag asidi oksidasyon kusurlarinda aglik
doneminde keton cisimleri idrarda ¢ok yiiksek diizeylerde bulunabilir, fakat durumla uyumsuz

olarak ketozis diisiik diizeylerde kalir ve idrarda adipat/3-hidroksibiitirat oran1 >0.5tir (4).

Mitokondrial asetoasetil-KoA tiyolaz (beta-ketotiyolaz) eksikliginde, keton kullaniminda
primer bir kusurun sonucu olarak agir ketoniiri goriiliir. Etkilenmis hastalar, genellikle araya
giren enfeksiyonlar ve aghigin hizlandirdigi intermittant metabolik dekompanzasyon
donemleri arasinda tamamen normaldir. Metabolik dekompanzasyon inat¢i kusma, letarji,

uykuya meyil, hipoglisemi ile birlikte tasipne, metabolik asidoz ve agir ketoniiri baglamasiyla
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ortaya cikar. Idrar organik asid analizinde yiiksek miktarlarda 3-hidroksibiitirat ve

asetoasetata ek olarak 2-metilasetoasetat ve 2-metil-3-hidroksibiitirat varligini1 saptanir (2).

2.2.7. 5-Oksoproliniiri

5-oksoproliniiri (piroglutamik asidiiri) glutatyon sentaz eksikligine bagli gelisen, ender
goriilen kalitsal bir metabolik hastaliktir. Erken bebeklik doneminde kronik hemolitik anemi
ile birlikte direngli veya akut metabolik asidoz ile ortaya c¢ikabilir (135). Daha biiyiik
hastalarda hastalik, mental Oziirliiliikk, spinoserebellar dejenerasyon, periferal ndropati ve
miyopati zemininde, akut metabolik dekompanzasyon ile kendini gosterebilir. Bazi olgular
tamamen asemptomatik olabilir. Oksoproliniiri ayrica, asetaminofen ve antikonviilzan bir ilag

olan vigabatrin kullanimi ile de iliskili olabilir (136,137).

2.2.8. Mevalonik Asidiiri

Mevalonik asid, dolikoller, ubikuinon ve kolesteroliin izoprenoid Onciillerinin biyosentezinde
merkezi ara iirlindiir. Siddetli mevalonik asidiiri, nadir goriilen otozomal resesif bir hastalik
olan mevalonat kinaz eksikliginde goriiliir (138). Onemli derecede etkilenen bebeklerde,
gelisme geriligi, dismorfik 6zellikler, katarakt, hepatosplenomegali, anemi, intestinal
malabsorbsiyon ve biiyiime geriligi ile karakterizedir. Hastaligin daha az siddette seyrettigi
hastalar mental retardasyon, miyopati, ataksi, serebellar atrofi sergilerler ve tiim hastalar ates,
lenfadenopati, artralji, ddem ve deri dokiintiileri ve yiiksek eritrosit sedimentasyon hizinin
eslik ettigi tekrarlayan epizodlara maruz kalirlar. Idrar organik asid analizinde belirgin
derecede yiiksek mevalonik asidiiri bulunur. Plazma ubikuinon-10 diizeyleri genellikle
azalmistir fakat kolesterol diizeyleri normaldir. Plazma l16kotrien E4 diizeyleri daima

yiiksektir.

2.2.9. Hayvskinsiniiri

Havskinsin, [(2-L-sistein-S-yl-1.4-dihidroksisikloheks-5en-1-yl)-asetikasid], 1,4-
dihidroksisikloheksilasetik asidden elde edilir ve 4-HPPA’nin homogentisik aside enzimatik

oksidasyonunda gecici bir ara {iirlin gibi goriinmektedir (139). Havkinsiniiri, otozomal
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dominant geg¢isli oldugu belirtilen, ender goriilen bir organik asidopatidir (140). Bebeklik

doneminde belirgin biiyiime geriligi ile iliskili 1srarli metabolik asidozla kendini gosterir.

Etkilenen hastalarin idrari

havskinsine ek olarak 4-hidroksisikloheksilasetik asid icerir.

Protein alimi kisitlanmis ve askorbik asid ilave edilmis bir diyet, semptomlarin Snemli

derecede azalmasim saglar (2).

Tablo 2 : Sinirda yiikseklik durumunda 6zel dikkat, tekrar ve ileri arastirma gerektiren kilit organik asidler (1)

Yiikselen bilesik

Dikkat edilmesi gereken bozukluk

N-asetil aspartik asid
Etilmalonik asid

Fumarik asid

Glutarik asid

3-OH-Glutarik asid

Glutakonik asid
4-Hidroksibiitirik asid
4-Hidroksisiklohekzilasetik asid
3-Hidroksidikarboksilik asidler

3-Hidroksiizovalerik asid
Malonik asid

Metilsitrik asid
3-Metilglutakonik asid
2-Metil-3-hidroksibiitirik asid
Tiglilglisin
2-Metilasetoasetik asid
Metilmalonik asid
Suberik asid

Sebasik asid
Hekzanoilglisin
Fenilpropiyonilglisin
Desenedioik
Dekadienedioik asid
Siiksinilaseton

M. Canavan

Mitokondriyal bozukluklar

Kisa zincirli a¢il-KoA dehidrogenaz eksikligi
Fumarik asidemi

Glutaril-KoA dehidrogenaz eksikligi

4-Hidroksibiitirik asidemi

Hawkinsiniiri

Uzun-zincirli 3-hidroksiag¢il-KoA dehidrogenaz
eksikligi

Biyotin metabolizmasi bozukluklari
Malonil-KoA dekarboksilaz eksikligi
Propiyonat metabolizmasi bozukluklari
3-Metilglutakonik asidemiler

3-Oksotiolaz eksikligi

B12 vitamini metabolizmasi bozukluklari
Orta zincirli acil-KoA Dehidrogenaz eksikligi

Cok uzun zincirli acil-KoA Dehidrogenaz eksikligi

Tirozinemi Tip I
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Tablo 3: Organik asid metabolizma bozukluklarinin klinik ve laboratuvar 6zellikleri ( K) Kan, (D) Idrar (3)

Genel ismi

Enzim/transport

kusuru

Temel klinik ozellikler

Temel biyokimyasal
belirtecler

Propiyonat metabolizmasi ve ilgili kofaktor bozukluklar:

Propiyonik asidemi

Coklu karboksilaz eksikligi

Metilmalonik asidemi
( mut 0 ve mut 7)

Metilmalonik asidemi
(cblA)

Metilmalonik asidemi
(cblB)

Metilmalonik asidemi
(cblC ve cblD)
Metilmalonik asidemi

(cbIF)

Metilmalonik asidemi
(cblH)

Propiyonil-KoA karboksilaz

( altiinite alfa,beta )

Holokarboksilaz sentaz

Metilmalonil-KoA mutaz

Mitokondrial kobalamin
rediiktaz

Kob(I)alamin transferaz
Metilfolat-H(4)
metiltransferaz;

metilmalonil-KoA izomeraz

Lizozomal salinim

Adenozilkobalamin sentezi

Biiyiime gelisme geriligi,
hipotoni, nétropeni

Alopesi, ag1z ¢cevresinde
deri kayiplari, gelisme
geriligi, hipotoni, nobetler,
solunum problemleri

Biiyiime ve gelisme geriligi,
anoreksi, hipotoni

Biiyiime ve gelisme geriligi,
anoreksi, hipotoni

Biiyiime ve gelisme geriligi,
anoreksi, hipotoni

Biiyiime ve gelisme geriligi,
hipotoni, megaloblastik
anemi, hemolitik iiremik
sendrom

Biiyiime ve gelisme geriligi,
anoreksi, hipotoni

Biiyiime ve gelisme geriligi,
anoreksi, hipotoni

Dalh zincirli amino asid metabolizmasi ile ilgili diger bozukluklar

Izovalerik asidemi

3-Metilkrotonilglisiniiri

3-Metilglutakonikasidiiri

3-Hidroksi-3-metilglutarik
asidiiri

2-Metilbiitirilglisiniiri

2-Metil-3-hidroksibiitirk

asidiiri

Beta-ketotiyolaz eksikligi

izovaleril KoA
dehidrogenaz

3-Metilkrotonoil-KoA
karboksilaz

3-Metilglutakonil-KoA
hidrataz

3-Hidroksi-3-metilglutaril-
KoA liyaz

2-Metilbiitiril-KoA
dehidrogenaz

2-Metil-3-hidroksibiitiril-
KoA dehidrogenaz

Beta-ketotiyolaz

Epizodik kusma, letarji,
koma, terli ayak kokusu

Epizodik kusma, letarji,
koma

Konugma kusuru, mental
retardasyon, hipertoni,
spastisite

Epizodik kusma, hipotoni,
hipoglisemi, metabolik
asidoz, hepatomegali

Gelisme geriligi, nobet,
ilerleyici kas zayiflig.
Semptom olmamas1 da
muhtemeldir

Motor mental becerilerde
ilerleyici kayip

Epizodik kusma, letarji,
hipotoni, mental
retardasyon, konugsma
kusuru

GLY, propiyonilkarnitin (K),
metilsitrik, 3-OH propiyonik,
propiyonilglisin, tiglilglisin (T)
Laktik C5-OH acilkarnitin (K), 3-
OH izovalerik, 3-metilkrotonilglisin,
3-OH propiyonik, metilsitrik, laktat,
tiglilglisin (1)

GLY, MMA, propiyonilkarnitin (K),
MMA, metilsitrik, 3-OH propiyonik,
propiyonilglisin (I)

GLY, MMA, propiyonilkarnitin (K),
MMA, metilsitrik, 3-OH propiyonik,
propiyonilglisin (I)

GLY, MMA, propiyonilkarnitin (K),
MMA, metilsitrik, 3-OH propiyonik,
propiyonilglisin (I)

GLY, MMA, tHcy,
propiyonilkarnitin (K),

MMA, metilsitrik, 3-OH propiyonik,
propiyonilglisin (I)

MMA (B,U)

GLY, MMA, propiyonilkarnitin (K),
MMA, metilsitrik, 3-OH propiyonik,
propiyonilglisin (I)

Izovalerilkarnitin (K), 3-OH
izovalerik, izovalerilglisin (1)

C5-0OH agilkarnititn (K), 3-OH
izovalerik, 3-metilkrotonilglisin ()

C5-0OH agilkarnititn (K), 3-OH
izovalerik, 3-metilglutakonik, 3-
metilglutarik (1)

C5-0OH agilkarnititn (K),
3-OH izovalerik, 3-metilglutakonik,
3-OH-3-metilglutarik ()

C5-acilkarnitin (K),
2-metilbiitirilglisin (T)

C5-0OH agilkarnititn (K),
2-metil-3-OH-biitirik asid, tiglilglisin
(Y]

C5-0OH agilkarnititn (K),
2-metil-3-OH-biitirik aisd,
2-metilasetoasetik asid, tiglilglisin ()
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Tablo 3 (devamu): Organik asid metabolizma bozukluklarinin klinik ve laboratuvar ézellikleri ( K) Kan, (I) Idrar (3)

Genel ismi Enzim/transport Temel klinik ozellikler

kusuru

Temel biyokimyasal
belirtecler

Dalh zincirli amino asid metabolizmasi ile ilgili diger bozukluklar (devam)

Izobutirilglisiniiri

3-hidroksiizobiitirik asidiiri

Metilmalonik asidiiri
(atipik)

Izobutiril-KoA
dehidrogenaz

3-hidroksiizobiitirl-KoA
dehidrogenaz ya da
metilmalonik semialdehid
dehidrogenaz

Metilmalonik semialdehid

Cesitli organik asid metabolizmasi bozukluklari

Alkaptoniiri

Biyotinidaz eksikligi

4-OH butirik asidiiri

Kanavan hastalig1

Etilmalonik ensefalopatisi

Glutarik asidemi tip I

Gliseroliiri ( X’e bagl)

Hiperokzaliiri tip 1

Hiperokzaliiri tip 1T

2-ketoadipikasidiiri

Homogentisik asid
dioksigenaz

Biyotinidaz

Siiksinik semialdehid

dehidrogenaz

N-aspartoagilaz

Bilinmiyor ( ETHE1 gen)

Glutaril-KoA dehidrogenaz

Gliserol kinaz

Alanin:gliokzalat
aminotransferaz

D-gliserik dehidrogenaz

2-ketoadipik dehidrogenaz

Anemi, dilate
kardiyomiyopati

Kongenital anomaliler, boy
kisalig1, hipotoni

Gelisme geriligi

Artrit, okronozis

Alopesi, periorifisiyal deride
dokiintii, konjonktivit,
gelisme geriligi, hipotoni

Gelisme geriligi, ataksi,
hipotoni, nobet, hiperkinetik
davranis

Hipotoni, gelisme geriligi,
makrosefali, optik atrofi,
nobet, ilerleyici norolojik
dejenerasyon

Hipotoni, spastik
tetrapareziler, petesi,
ortostatik akrosiyanoz,
diyare

Makrosefali, hipotoni,
anormal hareketler,
frontotemporal atrofi, bazal
gangliyon lezyonlar1

Biiyiime geriligi, epizodik
kusma, gelisme geriligi,
kemik kiriklari

Urolitiyazis, nefrokalsinozis,
renal yetmezlik

Urolitiyazis, hematiiri, idrar
yollarienfeksiyonlari,
nadiren nefrokalsinozis ve
renal yetmezlik

Gelisme geriligi veya hig
semptom olmamast
miimkiin

C4 agilkarnitin (K), izobiitirilglisin
tutarsiz derecede yiiksek (1)

3-OH izobiitirik, 2-etilhidrakrilik (1)

NORMAL propiyonil karnitin (K),
MMA (1)

Homogentisik (1)

Biyotinidaz (K), 3-OH izovalerik ()

4-OH butirik asid (I)

NAA ()

C4,C5 acilkarnitinler (K),
EMA, izobutirilglisin,
2-metilbutirilglisin ()

C5-DC(glutaril) acilkarnitin (K1),
glutarik asid, 3-OH glutarik ()

Psodohipertrigliseridemi (K),
gliserol (K,I)

Okzalik glikolik ()

Okzalik gliserik (T)

2-ketoadipik, 2-OH adipik,
2-aminoadipik ()
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Tablo 3 (devamu): Organik asid metabolizma bozukluklarinin klinik ve laboratuvar 6zellikleri ( K) Kan, (I) Idrar (3)

Genel ismi Enzim/transport Temel klinik ozellikler ~ Temel biyokimyasal

kusuru belirtecler

Cesitli organik asid metabolizmast bozukluklar1 (devam)

Malonil-KoA Boy kisaligi, C3-DC (malonil) acilkarnitin
Malonikasidemi dekarboksilaz kardiyomiyopati, GI (X)),
semptomlar, hipotoni, malonik, metilmalonik,
gelisme geriligi 3-metilglutakonik (1)
Proglutamikasidiiri Glutatyon sentaz Mental retardasyon, Piroglutamik (I)
ataksi, spastik tetraparezi,
nobetler
Mevalonikasidiiri Mevalonat kinaz Biiyiime gelisme geriligi, ~Mevalonik, mevalonolakton (1)

ataksi, hipotoni,
hepatosplenomegali, deri
dokiintiileri, diyare

2.3. SEKONDER ORGANIK ASIiDURILER VE KARNITIN
YETMEZLIiKLERI

Ilaclar, diyet gibi bir ¢ok edinsel ve genetik durumlar, anormal organik asid atilimina neden
olmaktadir (2,4). Bunlarin biiyiik bir boliimiine, semptomatik sekonder karnitin yetmezligi

eslik etmektedir (2).

2.3.1. flaclar

2.3.1.1. Valproik Asid

Valproat (dipropilasetat, VPA) sekiz karbonlu dall1 zincirli bir yag asidi olup, ¢ocuklarda ve
erigskinlerde yaygin olarak kullanilan bir antiepileptiktir. Baslica karacigerde metabolize
olmakta ve cesitli metabolik yollarda biyotransformasyona ugramaktadir. Beta oksidasyon ve
glukuronidasyon temel yollar iken, omega ve omega-1 oksidasyon minor yollardir (141).
Valproat, KoA esterlerine aktive olduktan sonra, yaygin olarak mitokondri ve
peroksizomlarda metabolize edilmektedir (142). Insanlarda oral alinan VPA’nin %75°i 24
saat icinde valproil glukuronid olarak atilmakta, kalam ise idrarla valproilkarnitin ve diger

metabolitler halinde atilima ugramaktadir ( Sekil 8) (143).
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Valproat alimi, dalli zincirli amino asid ve yag asidi metabolizmas1 kusurlar ile
karigmaktadir. VPA alan hastalarda, 16sin, izolosin ve valinin deamine metabolitlerinin atilimi
belirgin sekilde artmaktadir (144). Bu durumun, dalli zincirli agil-KoA dehidrogenazin
inhibisyonuna bagli olabilecegini ileri siiriilmektedir. VPA alimimi takiben viicutta total keton
tiretimi ve 3-hidroksibiitirat diizeyleri de azalmakta olup, siklikla dikarboksilik asidiiri
mevcuttur ve sekonder karnitin yetmezligi de yaygindir (145-147). Idrarda serbest ve
acilkarnitin atilimi artmis olup, ve buna serbest karnitin geri emilimindeki azalma eslik
etmektedir. Bu durum karaciger, kas ve kanda diisiik karnitin diizeylerine neden olmaktadir.
VPA’nin bazi minér metabolitleri, 6zellikle 4-en VPA, ilacin hepatotoksik etkileriyle iligkili
bulunmustur (148). 4-en VPA’nin serbest radikal iiretimine neden olarak hepatositlerde lipid
peroksidasyon hasarina sebep olabilecegi ve boylelikle VPA tedavisinde geri doniisiimsiiz
karaciger hasarinin, olast mekanizmalarindan birini olusturabilecegi ileri siiriilmiistiir (149).
Valproatin yaygin kullanimi, hepatoselliiler mikrovezikiiler steatozla kendini gosteren ve geri
doniisiimsiiz karaciger hasar1 ve Oliimle sonuglanabilen, VPA’nin tetikledigi karaciger
hasarina duyarli olan, kiicilk bir hasta popiilasyonunu ortaya cikarmistir. Coklu ilag
kullaniminin bir parcasi olarak VPA kullanan ve geri doniisiimsiiz karaciger hasar1 ve oliimle
karsilasan hasta insidans1 2 yas alti ¢cocuklarda (1/500) en yiiksektir (150). VPA’nin cesitli
yan etkilerinin siklig1 yasla azalmakta ve tek basina VPA kullanan, iyi beslenmis saglikli

eriskilerde hasar oran1 1/35.000’e kadar diisebilmektedir (147).

Valproat kullanimina bagl gelisen, ila¢ dozunun azaltilmas1 ya da tamamen kesilmesiyle
normale donen, doza bagimli, geri doniisiimlii anormallikler de s6z konusudur. Bu ilaci
kullanan hastalarda karmagik bir organik asid paterni gézlenmistir. Organik asidler valproil-
glukuronid, metabolize edilmemis VPA, 2-n-propilglutarat, 2-n-propilsiiksinat, 3-,4-,ve 5-
hidroksi-VPA ve 3-okso-VPA ve 4-okso-VPA icermektedir. Monoansatiire (4-en-VPA) ve
cift ansatiire (2,4-dien-VPA) formlann da saptanmistir (151). Ayrica VPA, 3-
hidroksiizovalerat, 5-hidroksihegzanoat, 7-hidroksioktanoat, p-hidroksifenilpiruvat,
dikarboksilik asidler ve daha diisiik boyutta hegzanoilglisin, tigliglisin ve izovalerilglisin
atiliminda artisa yol acabilir (4). VPA ve metabolitleri hiperglisinemi ve hiperglisiniiriyi
uyarir (152,153). VPA tedavisindeki hastalarda agilkarnitin ve agilglisinlerin atilimlari
artmistir  (154,155). VPA, L-karnitin ile diizeltilemeyen, kalitsal mitokondriyal beta

oksidasyon kusurlarina benzer metabolik anormalliklere neden olabilmektedir (2).
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Ilag, ayrica iire sentezini inhibe etmekte, amonyak diizeylerinde artisa neden olmaktadir
(156,157). Karacigerde islev bozuklugu olmadig: siirece, VPA tedavisinin bu yan etkileri geri

doniistimliidiir.
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Sekil 8 : Valproat meabolitlerinin atilimi olan bir olguda idrar organik asidleri (EUTF Klinik
Biyokimya B.D. arsivi)

2.3.1.2. Pivalat

Pivampisilin ve pivmesilinam yaygin recete edilen antibiyotik onciilleri olup, hizla enzimatik
olarak etkin antibiyotikleri olan ampisilin, metisilin ve ksenobiyotiksiz ila¢ pivalata hidroliz
olur. Pivalat esterifikasyona ugrayarak, acilkarnitin olarak atilir (158). Pivampisilin kullanan
hastalarin idrarinda, ayrica pivaloil glisin ve pivaloil glukronid de saptanmistir. Artmis olan
acilkarnitin atihmi, diisiik serum karnitin diizeyleri ile birlikte sekonder karnitin yetmezligine
yol agar. Bu ilaci uzun siire kullanan hastalarda, doku diizeyleri normal kisilerin %10’u kadar
olan degerlere diigebilir (159). Karnitin eksikligi olan hastalarin, yag asidlerini metabolize
edebilme kapasiteleri azalir ve olgularda siklikla dikarboksilik asidiiri de gozlenir.
Pivampisilin kullanan hastalarin idrarindaki pivaloilkarnitin, kiitle spektrometri teknikleri ile

bile izovalerilkarnitin ya da bes karbonlu agilkarnitinlerden ayird edilemez.
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2.3.1.3. Etomoksir

Antidiyabetik 6zelligi olan etomoksir (160) gibi 2-oksirankarboksilik asidler, mitokondride
uzun zincirli yag asidi oksidasyonunu engelleyerek, cesitli metabolik etkilere neden olurlar.
Etomoksir, a¢ birakilmis hayvanlarda hipoglisemik etki gosterir ve KoA esteri, CPT I
diizeyinde mitokondriyal beta oksidasyonu giiclii bir sekilde inhibe eder (2). Deneysel
hayvanlarda etomoksirin belirgin dikarboksilik asidiiriye neden oldugu da gosterilmistir
(161). Bu dikarboksilik asidiiri, mitokondriyal beta oksidasyon inhibitorleri olan, hipoglisin
ya da metilen propilglisin alinimi ile olusana benzer (162,163). Peroksizomal beta oksidayon

ise etkilenmemistir (159).

2.3.2. Diet

2.3.2.1. Yiyecek Bilesenleri ve Toksinler

Yiyecek katki maddeleri ve bazi dogal yiyecekler, idrara ¢ikarak veya sekonder metabolik

etkiler tizerinden organik asidiiriye neden olabilirler.

Adipik asid, jolede yaygin kullanilan bir katki maddesidir. Bu durum, asemptomatik olan
herhangi bir kalitsal metabolizma kusuru ile iliskisi olmayan, izole adipik asidiiriye yol

acabilir. Sorumlu besin 6gesi diyetten ¢ikarildiginda organik asidiiri hemen kaybolur.

Bazi olgunlasmamis meyvelerde ve bazi tropikal meyve tohumlarinda bulunan bir bitkisel
toksin olan hipoglisin, kusma, siddetli metabolik asidoz ve glikojen yetmezliginin eslik ettigi
hipoglisemi ile karakterize Jamaikali kusma hastalifina sebep olur. Hipoglisin, izovaleril-
KoA dehidrogenazin spesifik inhibitorii olan 3,4-metilenpent-4-enoil-Koenzim A’ya doniisiir
ve intoksikasyonu izovaleril-KoA dehidrogenaz eksikligine bagl gelisen izovalerik asidemiye
benzer organik asidiiriyle iliskilidir (164). Ancak hipoglisin zehirlenmesi olan hastalardaki
organik asidiiri paterni, toksinin, glutarat, yag asidi, lizin, izoldsin ve valin metabolizmasiyla

ilgili bir cok dehidrogenaz1 inhibe ettigini diisiindiirmektedir (165,166).
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2.3.2.2. Oktenilsiiksinat

Oktenilsiiksinik asid (1,2 —dec-4-en-dikarboksilik asid [OSA]) degistirilmis misir unu
formlarindan birinin bilesenidir. OSA ile degistirilen misir unu, 30 yildan uzun siiredir puding
ve soslarda kullanilmaktadir, 1987°den itibaren bebek mamalarina da dahil edilmeye
baslanmistir. Daha sonra OSA ile degistirilmis unla beslenen cocuklarda, OSA ve
metabolitlerinin varligina bagh alisilmadik bir organik asid paterni gosterilmistir (167,168).
OSA, mikrozomal omega-1 ve omega oksidasyonla ve mitokondriyal ve peroksizomal beta
oksidasyonlarla metabolize edilen dalli zincirli bir organik asiddir. VPA gibi OSA’nin da,
oksidatif metabolizma iizerine sekonder etkileri mevcut olup, idrarda artmis glutarik asid ve
2-ketoglutarat diizeylerine neden olur. Bir cok durumda, bu atilim primer glutarik asidiiri ile
kangikliga yol agabilir. VPA’1n karnitin esterleri olusturarak, sekonder karnitin yetmezligine
yol agtig1 bilinmektedir, ancak OSA’nin karnitin metabolizmas1 iizerine benzer etkilerine dair

bir kanit bulunmamaktadir.

2.3.2.3. MCT

6-12 karbonlu yag asidlerini iceren MCT (medium-chain-triglycerides), uzun zincirli
trigliseridlerden farkli metabolize edilir. MCT dogrudan portal dolasima girer ve hidrolize
oldugunda, orta zincirli yag asidleri, karnitin agiltransferaz transport sisteminden bagimsiz
olarak, beta oksidasyona ugrayacaklar1 mitokondriye girerler (169). MCT intestinal
malabsorbsiyonu ve biiytime geriligi olan bebek ve cocuklarda yaygin olarak besinsel destek
olarak kullanmilmaktadir. MCT ile zenginlestirilmis mamalar, idrarda yiiksek diizeylerde 5-
hidroksihegzonat, 7-hidroksioktonat, adipat, suberat ve sebaseat atthmi ile iliskilidir
(4,170,171). MCT ile tedavi edilen eriskin diabetik hastalarda, suberik ve 7-hidroksioktanik
asid atilim1 sirasiyla 55 ve 30 kat yiiksek saptanmistir (172). Yag asidi oksidasyon kusuru
sonucu olarak veya ketozis esnasinda atilan dikarboksilik asidler, genellikle daha fazla adipik
asid icerirken, suberik asid daha diisiik , sebaseik ve 3-hidroksisebaseik asidler ise daha da
diisiik diizeylerdedir. MCT den zengin diyetle beslenen hastalarin idrarinda ise, sebaseik asid
diizeyleri 6zellikle yiiksek iken, adipik ve suberik asidler diisiiktiir. Orta zincirli yag asidlerini
farkli oranlarda iceren bazi ticari mamalar, yukardakilerden farkli olarak, belirgin suberat
atiliminin oldugu dikarboksilik asidiiriye yol agabilirler (173). MCT mamalariyla beslenen

bebek ve cocuklarda 5-hidroksihegzonat ve 7-hidroksioktonat atilimi da artmistir. Kuhara ve
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ark (174) MCT’den zengin mamalarla beslenen ¢ocuklarin idrarinda oktanoil glukronid
varligim bildirmislerdir. MCT den zengin diyet, yag asidi oksidasyon kusurlarinin tanisinda
kangikliga yol acabilmektedir. MCT alan hastalarda normalin {izerinde oktanoilkarnitin ve
hegzanoilkarnitin atilimi s6z konusudur (154). Acilkarnitin analiz ~ sonuglarim1 dogru
yorumlayabilmek icin, herhangi bir tanmiya varmadan 6nce, yakin zamanda MCT kullanim
Oykiisii sorgulanmali ve gdz 6niinde bulundurulmalidir. MCT tedavisi almakta olan hastalarda
organik asidiiri siklikla doymus 6-10 karbonlu dikarboksilik asidler, 5-OH-hegzanoat ve 7-
OH-oktanoattan olusur. Yag asidi oksidasyon kusurlar veya sekonder karnitin yetmezligine
bagh gelisen dikarboksilik asidiirilerde, sature ve hidroksikarboksilik asidlere ek olarak,
ansature dikarboksilik asidler de bulunur. Bu bulgu, dikarboksilik asidiiri nedenlerinin ayirici

tanisinda yararl olabilir.

2.3.2.4. Vitamin Eksikligi

Diyetsel kobalaminin (vitamin Bj,) eksikligi, metilmalonil-KoA’nin siiksinil-KoA’ya
metabolizmasinda ve homosisteinin metiyonine doniisiimiinde zorunlu bir kofaktoér olup,
metilmalonik asidiiri ile iligkilidir; ancak kalitsal kobalamin metabolizmas1 kusuru ya da
mutaz mutasyonlarina bagli metil malonik asidemideki kadar yiiksek diizeylerin goriilmesi
enderdir (175). Vitamin B, nin diyetteki temel kaynaklar1 et, yumurta, siit {iriinleri ve bazi
mayal1 yiyeceklerdir. Bu besin 6geleri, vitamin eksikligi ve metilmalonik asidiiri gelisimi
acisindan en yiiksek risk altinda olan kati vejeteryanlarin ozellikle kagindigi gidalardir.
Vejeteryan annelerin siitii ile beslenen bebekler de kismen risk altindadirlar (176-178).
Lehotay ve Clarke, subklinik maternal vitamin B, eksikliginden dolayi, metilmalonik asid
birikimine bagli belirgin klinik metabolik asidozu olan, anne siitii ile beslenen bir bebek

tanmimlamislardir (2).

Riboflavin, yag asidlerinin mitokondriyal beta oksidasyonuyla ilgili flavin adenin diniikleotid
(FAD) bagimh acil-KoA dehidrogenazlarin, elektron transfer prostetik grubudur. Deneysel
hayvanlarda besinsel riboflavin eksikligi karakteristik bir dikarboksilik asidiiri ile iligkilidir
(179). Anne siitii ile beslenen ve hiperbilirubinemi nedeniyle fototerapi alan yeni doganlarin
riboflavin eksikligi acisindan yiiksek risk altinda olduklar1 gosterilmistir (180,181); ancak
fototerapinin indiikledigi riboflavin eksikligi olan, miyadinda dogan yeni doganlarda idrar

organik asid atilimi1 normal paternler vermistir (182). Diyetsel alim azligi, sariligin daha
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siddetli olmasi, muhtemelen daha uzun siireli fototerapi ve ultraviyole radyasyonun deriye
daha fazla niifuz ederek riboflavin yikimindan sorumlu olmasi nedeniyle, prematiire yeni
doganlar metabolik olarak belirgin riboflavin eksikligi i¢in daha yiiksek risk altinda
olabilirler. Bu problemin klinik dneminin belirlenmesi i¢in daha fazla calismaya ihtiyac

vardir.

Ayrica, pridoksin eksikliginin hiperokzaliiriye neden oldugu bildirilmistir (66,67). Tiamin
eksikligi ise, ozellikle yiiksek oranda karbonhidrat iceren TPN alan bebeklerde, siddetli ve

siklikla yasami tehdit eden laktik asidozun kanitlanmis bir nedenidir (183).

2.3.2.5. TPN

Miyadinda dogan yeni doganlarda, kas karnitin depolarinin eriskin kasindakinden belirgin
derecede diisiik oldugu, prematiire bebeklerde ise bu diisiikliigiin cok daha belirgin oldugu
gosterilmistir (184). Karnitin icermeyen TPN’un 5 giin i¢inde plazma karnitin diizeylerini
%50’ ye kadar azalttig1 gosterilmistir (185). Karnitinsiz TPN alan 12 yasa kadar olan ¢ocuklar,
normal plazma karnitin konsantrasyonlarimi saglayamazlar (186). Uzun siire TPN alan
cocuklarda ve erigkinlerde viicut depolarini korumak i¢in karnitin atihmi azaliyor gibi
goriinmekedir (187). Ancak cerrahi sonrasi erken donem (188), ¢oklu yaralanmalari takiben
(189), sepsis, yanik sonrasi (190) gibi stresin uyardigi katabolizma dénemlerinde plazma
karnitin diizeyleri normalin altinda olabilir. Plazma karnitin diizeyleri her zaman dokudaki
depolar1 yansitmaz ve dokulardaki miktar plazma diizeylerine gore beklenen degerin cok
daha altinda olabilir. TPN’nin uyardigi karnitin yetmezliginin metabolik etkileri tam olarak
anlagilamamistir. TPN ile iliskili karnitin yetmezliginin, organik asid bozuklugu ve

dikarboksilik asidiiriye yol agacak boyutta olup olmadigi ise bilinmemektedir.

2.3.3. Barsaktaki Bakteriyel Metabolizmamn Katkilar

Saglikl1 kisilerde, diyetsel polisakkaridlerin bakteriyel fermentasyonu ve kalin barsaga ulagsan
proteinler, kolondan hizla emilen ve karacigerde metabolize edilen , potansiyel olarak toksik
kisa zincirli yag asidleri ve diger diisiik molekiill agirlikli organik asidlere doniisiirler
(191,192). Deneysel hayvanlarda, kisa zincirli yag asidlerinin alimimin komay: indiiklemesi

nedeni ile insanlardaki hepatik komanin patogenezinde de Onemli olabilecegi
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varsayllmaktadir (193,194). Barsaktaki bakteriler, PCC eksikligine bagli propionik asidemi
olgularinda, idrardaki propiyonik asid ve metabolitlerinin ve primer metilmalonik asidiiride
idrardaki metilmalonik asidin 6nemli bir bolimiiniin kaynagidir (195,196). Etkilenen
hastalarin metranidazol ile tedavi edilmesi, organik asid atiliminda belirgin bir azalmaya

neden olmaktadir (2).

Emilmemis fenilalanin, barsak bakterileri tarafindan 3-fenilpropiyonik aside (PPA) yikilir; bu
tiriin karacigerde KoA ile esterleserek ve mitokondriyal MCAD’nin katalizledigi bir tepkime
ile benzoil-KoA’ya okside olur (197). Benzoil-KoA, glisin ile kondanze olarak hizla hippurik
aside cevrilir ve idrarla atilima ugrar. PPA metabolizmasinda MCAD’nin merkezi rolii, idrar
acilglisinlerinin analizi ile MCAD eksikliginin tanisinda kullamlmistir (86). Idrar 3-
fenilpropiyonilglisin analizi ile MCAD eksikliginin taranmasi, erken bebeklikte ya da cesitli
antibiyotiklerle tedavi edilen olgularda, barsak florasinda olusabilecek degisiklikler nedeni ile

yaniltict sonuclara yol acabilir (2).

Barsak tikanikligr ile iligkili durumdaki hastalarda, idrarla biiyiik miktarlarda laktik asid
atilimi ile birlikte giden siddetli metabolik asidoza rastlanmis (131,132,198-200), baz1 vakalar
kalitsal bir metabolizma kusurunu taklit eden siddetli metabolik ensefalopati ile seyretmistir
(133,134). Bu durumdaki hastalarin, plazma laktat diizeyleri normal ya biraz diisiik olup,
idrarla yiiksek konsantrasyonda laktat atilimi beklenen bir durumdur. Idrarla asirn laktat
atilimi, bakteriyel karbonhidrat metabolizmasinin bir iiriinii olan ve GC-MS ile endojen L-
laktattan ayrilamayan D-laktat birikimine baghdir. GC-MS ile saptanan total laktat ve
enzimatik olarak saptanan L-laktat arasindaki uyusmazlik, bu hastalardaki bilesiklerin
bakteriyel kokeni hakkinda ipucu saglar. Olgulan diyet ya da antibiyotik ile tedavi edilmesi,

asidozun ¢oziimlenmesi ve idrarla asir1 laktat atiliminin ortadan kalkmasina neden olur (2).

Akut gastroenterit, bebeklerde ve ¢ocuklarda yaygin olarak karsilasilan bir saglik sorunudur.
Viral gastroenteriti olan iki yeni doganda idrarla anormal metilmalonik, etilmalonik ve 3-
hidroksipropiyonik asid atilimi1 bildirilmistir. Bu olgularda, tedavi sonrasi ve diyarenin
ortadan kalkmasi ile, yasamin 12. ve 14. haftalarinda tekrarlanan idrar organik asid analizleri
normal saptanmig ve bebekler normal gelisimlerini gostermislerdir. Arastirmacilar, altta yatan
bir barsak hastalig1 olan olgularda gdzlenen anormal metabolitlerin, bakteriyel metabolizmaya

bagh olabilecegini 6ne siirmiislerdir (2).
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Ozet olarak, D-laktat, metilmalonat, p-hidroksifenilasetat,  p-hidroksifenillaktat,
fenilasetilglutamin, fenilpropiyonilglisin, glutarat, benzoat ve hippuratin anormal atilimlarinin

barsaktaki bakteriyel metabolizmadan kaynaklanma olasilig1 vardir (4).

2.3.4. Prematiirite

33 haftadan erken dogan bebeklerin idrar organik asid paternleri, miyadinda dogan
bebeklerden farklidir (201). Bu farklilik kismen, karacigerdeki tirozin metabolizmasinin ve
bobrekteki soliit geri emiliminin tam olgunlagsmamis olmasina bagli olabilir. Barsaktaki
bakteriyel metabolizma ve 4-hidroksifenilpiruvik asid dioksijenazin matiiritesini
tamamlamamasina bagli olarak olarak, erken dogan bebeklerin idrarlarinda tirozin ve
fenilalanin metabolitleri siklikla yaygin olarak bulunur. Ayrica saglikli bir preterm bebegin
idrarinda, yiiksek diizeylerde laktat, fumarat, akonitat, siiksinat, 2-hidroksiglutarat ve sitrat
gibi ¢esitli TCA dongiisii ara iiriinlerini bulunabilir. Ek olarak daha biiyiik cocuklarin ve
yetiskinlerin idrarinda bulunmayan 3-hidroksi-3-metilglutarik asid gibi keton onciillerinin
atilim1 da artmistir, 3-hidroksibiitirat ve asetoasetat diizeyleri ise genellikle diisiik ya da
yoktur. Prematiire bebeklerdeki bir cok idrar 6rnegi adipik ve suberik asidleri icerir fakat
sadece eser miktarlarda sebaseik asid igerir. Yeni dogan bebeklerdeki bu dikarboksilik asidiiri
paterni, enerji iiretimi i¢in artmis yag kullanimina baglanmistir. Bir¢ok saglikli yeni doganin
idrarinda eser ya da diisiik miktarlarda etilmalonik asid varligi da gézlemlenmistir (2,59). Az
sayida bebekte, diisilk miktarlarda etilmalonik asid, 2,3-butanediol ve aseton ile birlikte
metimalonik asid atilimi da s6z konusudur ve barsaktaki bakteriyel karbonhidrat

fermantasyonundan kaynaklandig diisiiniilmektedir (60).

2.3.5. Bobrek YetmezIligi

Bobrek, trimetillizinden karnitin sentezinin temel yeridir. Bobrekler ayrica viicut karnitin
depolarinin korunmasinda da kilit rol oynarlar ve siiziilen karnitinin %90’indan fazlasi esige
bagimli olarak geri emilime ugrar. Karnitin esterlerinin renal klirensi, serbest karnitinden
dort-sekiz kat daha fazla olup, acilkarnitin olusumu ile karakterize metabolik kosullar da,
idrarla artmis karnitin kaybi ile iligkilidir. Kronik hemodiyaliz hastalarinda plazma karnitin
diizeyleri belirgin derecede diisiiktiir ve muhtemelen ¢ok fazla serbest karnitin kaybinin bir

sonucu olarak, plazmada acilkarnitinin esterlesmemis karnitine oran1 artmistir. Bobreklerden
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asint karnitin kaybima bagli olarak sekonder karnitin yetmezligi gelisen hastalarin, yag
asidlerini metabolize edebilme yetenekleri azalmis oolabilecegi gibi bu olgularda

dikarboksilik asidiiri de saptanabilir(2).

2.3.6. Dogum Asfiksisi

Cesitli derecelerde dogum asfiksisine maruz kalan bebeklerde, olaydan hemen sonra,
tahminen direk ya da dolayli doku hipoksisine bagli olan anormal organik asidiiri paternleri
tanimlanmistir (202). Degisiklikler, idrarda belirgin derecede artmig laktik asid ve piruvik
asid diizeyleri yanisira, 3-hidroksibiitirat, tirozin metabolitleri (4-hidroksifenilpiruvat, 4-
hidroksifenillaktat, 4-hidroksifeniaset) ve dall1 zincirli amino asidlerin oksidatif yikilimindan

elde edilen okso ve hidroksi asidlerin atiliminda artig1 da igerir.

2.4. ORGANIK ASID ANALIZi

Organik asidlerin karmasik yapisi ve cesitliligi, organik asidlerin kantitatif 6l¢iimiinde yontem
gelistirilmesini  ¢ok  giiclestirmis olup, giiniimiizde halen c¢ok yaygin olarak

kullanilmamaktadir.

1966 yilinda, Tanaka ve arkadaglarinin gaz kromatografisi (GC) ve kiitle spektrometre (MS)
teknigini kullanarak, 16sin metabolizmas1 ile ilgili bir kalitsal hastalik olan izovalerik
asidemiyi tanimlamalar1, organik asidiirilerin tanisinda bu yontemin kullanildigr ilk ¢calismadir

(203).

Organik asid analizinde ideal yoOntem, ilgilenilen tiim organik asidlerin tek bir calisma
periyodunda saptanmasi ve ayristirilmasina olanak saglamalidir. idrarda bulunabilen ¢ok
sayida organik asid nedeniyle daha sonra, GC-MS’in beraber kullaniminin, idrarda bulunmasi
muhtemel biyolojik olarak uygun organik bileseni saptayabilen, dinamik aralifi genis,
duyarlilik ve rezoliisyonu yeterli olan genel analitik yontem ihtiyacina en yakin yontem
oldugu one siiriilmiistiir (204). Cesitli kalitsal metabolik hastaliklarin tanisinda, ayrica diyet
ve diger tedavi sekillerinin takibindeki klinik olarak kullanighh olmalarit nedeni ile biyolojik

stvilarda organik asid analizi icin ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir (205-208).
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Organik asidlerin viicut sivilarinda GC-MS ile analiz edilmesi Oncelikle asidlerin sulu
cozeltilerden bir grup olarak ekstraksiyonunu gerektirmektedir. Plazma, idrar, beyin omurilik
stvist ve vitrdz sivi organik asid analizinde Ornek olarak kullanilabilmektedir. Organik
asidlerin fizyolojik sivilardan ekstraksiyonu ic¢in cesitli yontemler bulunmaktadir. Siklikla
kullanilan bir yontem asidifiye edilmis idrar 6rneginden tiirevlendirilmemis organik asidlerin
ayrilmas1 ve dietil eter ve/veya etil asetat gibi ugucu organik solventler ile ektrakte
edilmeleridir. Tiim yontemlerde ekstraksiyon oncesinde Ornege internal standard ilave
edilmektedir. Fizyolojik sivilardaki biyolojik 6nemi olan organik asidlerin gaz kromatografi
islemi sirasinda hi¢ bir kayba ugramamasi i¢in stabil, ugucu tiirevlerine doniistiiriilmesi
gerekmektedir. Trimetilsialilasyon karboksil yanisira hidroksil gruplarinin esterlesmesi nedeni
ile siklikla tercih edilmektedir. Rutin organik asid analizinde, islemlerin basit olmasi,
giivenilirlik ve maliyetin diisiik olmast nedeni ile siklikla quadrupol cihazlar tercih
edilmektedir. Uretici firmalarin olusturduklart organik asid kiitiiphaneleri ve yazilim
programlar1 organik asidlerin yorumlanmasinda biiyiilk kolayliklar saglamistir. Teknik
yondeki bu gelismeler organik asid analizini cok kolaylastirmis, ancak yorumu ¢ok dnemli bir
hale getirmistir. Yorumda 6rnegin alinma zamani, kisinin diyeti, kullandig ilaclar gibi bircok
faktor, hastaya iliskin oykii biiyiik bir 6nem tagimaktadir. Bir ¢ok durumda iist iiste cakisan
pikler hakkinda yorum yaparken tecriibeli bir laboratuvar uzmani kilit basamagi
olusturmaktadir. Bir taniya varabilmek i¢in organik asid verileri, plazma amino asid analizi,
plazma ve beyin omurilik s1vis1 piruvat ve laktat diizeyleri, tam kan acil karnitin profili, kan
ve diger hiicrelerde enzim aktivitesi tayini, genom analizi gibi diger bazi analizlerle de
uyumlu olmal1 ve birbirini desteklemelidir (4). Bazi durumlarda, kalitsal metabolik kusuru
olmayan c¢ocuklarda, siddetli hastalik donemlerinde bazi metabolitler normal sinirlarin
izerinde saptanabilir, bu nedenle organik asid analizinin yorumunda, hastanin klinik durumu

ve rutin biyokimya tetkikleri de dikkate alinmali ve gerekirse analiz tekrarlanmalidir (1).

2.4.1. Preanalitik Kosullar

2.4.1.1. Ornek

Organik asid analizinde plazma, idrar, beyin omurilik sivisi (BOS) ve vitrdz sivi
kullanilabilir. Idrar en kolay elde edilen ve organik asid diizeylerinin genellikle en yiiksek

oldugu fizyolojik sividir (2). Organik asid analizi genellikle rastgele alinan spot idrar
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orneklerinde galigilir. Ornek alim zamanina iliskin giiclii bir tavsiye bulunmamakla birlikte,
daha konsantre olan sabah ilk idrar1 en uygun Ornek gibi goriinmektedir (1,4,5). Optimal
organik asid analizi i¢in hastanin klinik durumu, diyetsel degisiklikler ve ila¢ tedavileri ile
ilgili tiim bilginin dogru olarak verilmesi kosuldur (1,4). Idrar dis1 viicut sivilarinda, organik
asid analizinin tanmisal degerine iliskin kisitli bilgi bulunmaktadir. Ancak idrar dis1 viicut
stvilarinda organik asid analizinin yararimi agik oldugu bir durum, kalitsal bir metabolizma
kusuruna bagl siddetli semptomlar sonrasinda hizla 6lim goriilen bir ¢cocukta, uygun idrar
orneginin alinamamasidir (1). Ayrica BOS’da organik asid analizinin 6zellikle yararli oldugu
bazi durumlar da s6z konusudur. Bunlar, serebral laktik asidemi, glutaril-KoA dehidrogenaz
eksikligi gibi serebral organik asidemiler ve biotin metabolizmasi bozukluklaridir. Bu

olgularin bir ¢ogunda idrar organik asid analizi normal olarak saptanmaktadir (1) .

2.4.1.2. Hasta durumu

Organik asid bozuklukarinda klinik ve biyokimyasal bulgularin araligi ¢ok genistir. Gegerli
olan iki ana klinik durum s6z konusu olup, bunlar sistemik intoksikasyon ve akut
ensefalopatidir. ik epizod genelde erken bebeklikte goriiliir ancak daha biiyiik ¢ocuklarda da
ortaya ¢ikabilir. Daha biiyiilk c¢ocuklarda (sub)akut norolojik hastalik ve ya cesitli

multisistemik dalgalanmalar seklinde kendini gosterebilir.

Rutin klinik kimyada akut siddetli sistemik intoksikasyon anormallikleri siklikla metabolik
asidoz, artmig anyon acig1, sitopeni, hipoglisemi, hiperamonyemi (asidozu maskeleyebilen),
laktik asidemi, trigliseridler ve serbest yag asidlerinde yiikseklikler ve ketozis gibi bulgularla
kendini gosterir. Ketoniiriyi test etmek, arastirmanin ilk adimi olarak kolay ve kullanishdir.
Yag asidi oksidasyon kusuru olan hastalarin bir kismini da iceren, organik asid bozuklugu
olan yeni doganlar ve daha biiyilk cocuklarin ¢ogunlugunda, belirgin ketoniiri vardir.

Ketoniiri, metabolik hastalig1 olmayan yeni doganlarda ¢ok nadir goriilen bir bulgudur.

Daha biiyiik ¢ocuklarda organik asid bozukluklarmin klinik goriinimii daha degiskendir.
Norolojik bulgular daha belirgindir ve genellikle temel 6zelliktir. Bu ¢ocuklarda baslangigtaki
klinik goriiniim, rutin biyokimya anormallikleri dikkat cekici olmayip, gelisme geriligi ve
epilepsi gibi nonspesifik bulgular s6z konusu olabilir. Ayrica tanisal metabolitlerdeki
yiikkselme, semikantitatif rutin organik asid analizi ile atlanabilir ve ya ¢ok diisiik diizeyde

olabilir. Diger taraftan, tedavi ¢ok basarili ve uzun donem sonug¢lart memnunluk verici
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oldugundan, bu hastalarda erken tani biiylik nem tasimaktadir. Hastaligin tedavi edilmemesi,
mental retardasyon, ekstrapiramidal hareket kusurlari, piramidal belirtiler, serebral atrofi ve
genellikle 6liimle sonuclanir. Hastali§in norolojik bulgularla (sub)akut seyrettigi hastalarin
erken tanisi, bu bozukluklar icin farkindalifin artmasina baghdir. Klinik goriiniim ataksi,
miyoklonus, ekstrapiramidal semptomlar, metabolik strok ve megalensefali gibi karakteristik
bulgulardan olusur. Rutin klinik kimya verilerinin siklikla yardimi1 olmaz. Bazi sinir sistemi
goriintiileme caligmalarindan 6nemli tanisal ipuglar1 elde edilebilir. lerleyici miyelinizasyon
bozuklugu, serebral atrofi, frontotemporal atrofi, hipodansiteler ve/veya bazal ganglion
infarktlar1 ve ya diger simetrik patolojiler, bir kalitsal metabolik hastalik diisiindiirtirler. Hafif
travmalar sonras1 goriilen kronik subdural effiizyonlar ya da hematomlar, glutaril-KoA
dehidrogenaz eksikliginde karakteristik bulgulardir ve cocuk istismari belirtisi olarak yanlig

yorumlanabilir (1). Organik asid analiz endikasyonlar1 Tablo 4’te listelenmistir.
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Tablo 4: Organik asid analizi endikasyonlari (1) :

¢ Rutin klinik kimyasal gostergeler

(Agiklanamayan) metabolik asidoz
Artmis anyon ag181

Agir ketozis

Ketoniiri

Laktik asidoz

Hiperammonyemi

Hiperiirisemi

Hipertrigliseridemi

Graniilositopeni ve trombositopeni

¢ Kilinik isaretler ve semptomlar

Kan akrabalig1
Aciklanamayan peri-prenatal oykii
Sistemik intoksikayon

o Tasipne/asidotik nefes

o Beslenmeyi reddetme

o Beslenmeye bagli ters etkiler

o Uzamis epizodik kusma

o Pilor stenozu (asidozla beraber)

o Reye ya da Reye benzeri sendrom

o Hepatosplenomegali

o Myeloproliferatif sendrom

o Bilylime geriligi

o Acayip koku

o Ani bebek 6liim sendromu

o Ani bebek 6liim sendromu kurbaninin semptomatik kardesi
Akut metabolik ensefalopati

o Hipotoni/letarji/koma

o Miyoklonus

o Miyoklonik, inat¢1 ndbetler

o Akut derin diskinezi

o Pseudotiimor serebri

o Miyadinda bebekte serebral/intraventrikiiler kanama
Norolojik bulgular

o Progresif psikomotor gerilik
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o Semptomlarda dalgalanmalar, krizler, koma
o Makrosefali
o Metabolik inme
o llerleyen ataksi
o Hipotoni
o Distoni, atetoz
o Miyoklonus
o Miyoklonik, inat¢1 nobetler
o llerleyen periferal noropati
o Piramidal bulgular, paraspazm, serebral palsi
o Konugma yeteneginin geri kalmasi
o Miyopati/kardiyomiyopati
o Konjenital serebral malformasyon
=  Multisistemik dalgalanmalar
o Bilylime geriligi
o (Kronik, tekrarlayan) pankreatit
o Hepatosplenomegali
o Reye veya Reye benzeri sendromlar
o Tekrarlayan siddetli enfeksiyonlar
o Nonimmun hemolitik anemi

o Miyeloproliferatif sendrom

o Hipoglisemi, metabolik asidoz, laktik asidoz, hiperammonyemi,

ketoniiri gibi kimyasal anormallikler

e Nororadyolojik ve norofizyolojik isaretler

= Beyaz cevher hastaligi
o Lokodistrofi
o Spongiform ensefalopati
= Serebellar atrofi
= Belirgin bazal ganglion tutulumu
o Kalsifikasyonlar
o Oyuklar
o Atrofi
= Kaudotalamik ¢ukurda gecici germinaloid kist
=  Frontotemporal atrofi

= Kronik subdural effiizyonlar ya da hematomlar
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2.4.1.3. Ornek toplama

Organik asidlerin ¢alisilmasindaki giigliikler nedeni ile, 6rnegin dogru toplanmasi en 6nemli
noktay1 olusturmaktadir (Tablo 5). Organik asid analizi i¢in alinan 6rnekler, miimkiin olan en
kisa siirede dondurulmali (-20°C), donmus olarak tasinmali ve calisma zamanina kadar bu
sekilde saklanmalidir (1,4,14). Oda sicakligindaki kimyasal kararsizlik, okso asidler gibi bazi
onemli asid gruplarinin biiylik oranda kaybina neden olur. Uzun siire saklanmasi gereken

ornekler -20°C yerine -80°C’de saklanmalidir (1).

Idrar organik asid analizinde hatali sonuglara neden olabilecek bir cok durum séz konusudur.
Bunlar arasinda en yaygin olan, bakteriyel kontaminasyondur ve Ornegin uygun sartlarda
islenmesi ile engellenebilir. Bakteriler, kendi metabolizmalarina bagli olarak, kalitsal
metabolizma hastaliklar1 icin karakteristik olan organik asidlerin ¢ogunlugunu ortadan
kaldirabilir, ayrica ¢esitli organik asidiirileri de taklit edebilirler. Bakteriyel kaynakli olarak en
stk gozlenen anormallik laktik asid ve 2-oksoglutarik asid, siiksinik asid gibi trikarboksilik
asidlerde artma / azalmadir ve bu durum hatali olarak altta yatan bir mitokondriyal hastaligin
gostergesi olarak degerlendirilebilirler. Bakteriler ayrica fenol tiirevlerinde de (fenol, p-
krezol, hippurat) artisa yol acarlar (1,4). Idrar 6rnegininin dondurulmasinin miimkiin olmadig

kosullarda, bakteriyel gelisimi engellemek {izere, koruyucu olarak kloroform kullanilabilir

(D.

Tablo 5: Ornek toplanmasi ve islenmesi (1)

idrar :5-10 mL, koruyucusuz spot idrar, hemen dondurulmali veya kuru buz iizerinde
taginmalidir, dondurma imkani yoksa koruyucu olarak bir ka¢ damla kloroform
eklenmelidir. Zamanh idrar 6rnegi gereksizdir.

Plazma :Heparinize kan hemen santrifiij edilmeli, en az 1ml plazma dondurularak, kuru buz
iizerinde taginmalidir.

BOS :Koruyucu eklemeden, 1 mL’lik hacimlerde iki 6rnek hemen dondurulmali ve kuru
buz iizerinde taginincaya kadar, -80°C’de saklanmalidir

Vitroz sivi :Goziin yan kosesinden en az 1 mL sivi aspire edilmeli ve hemen dondurularak, kuru

buz {izerinde tasinmalidir.

50



2.4.2. Serbest Organik Asidlerin Analizi

Organik asid analizinde optimum sonuglarin elde edilebilmesi icin, tetkiki isteyen hekim ile

laboratuvar arasinda yakin bir iletisimin kurulmasi temel kosuldur.

2.4.2.1. Aynisirma (Ekstraksiyon)

Viicut stvilarindan GC-MS ile organik asit analizinde, ilk olarak asitlerin grup olarak sulu
¢cozeltiden ayrilmasi gerekmektedir (1,2,4,209-211). Yillar iginde, fizyolojik sivilardan
organik asid ekstraksiyonu ile ilgili ¢esitli yontemler tanimlanmustir. Idrarda saptanabilecek
organik bilesiklerin ¢ok sayida olmasi nedeni ile, ilgili tim bilesikleri iyi bir duyarlilikta
saptayabilen ideal bir izolasyon yontemi kurmak zordur (209). Bu amagcla en yaygin olarak
kullanilan yontem, asitlendirilmis idrar, plazma ya da BOS’daki tiirevlenmemis organik
asidlerin, dietileter ve etilasetat gibi ucucu organik solventlerle eksiksiz olarak
ayristirdmasidir  (209,210). Bazi islemlerde asid ile ekstraksiyon Oncesinde alkalen
ekstraksiyonu ile amino asidlerin ortamdan uzaklastirilmas1 6nerilmektedir. Ancak amino asid
kontaminasyonuna bagl interferans ender goriilen bir sorun olup, bu islem tanisal agidan
onemli olabilecek organik asid esterlerinin hidrolizine neden olabilir. Giiniimiizdeki

yontemlerin bir ¢cogunda, baslangictaki alkalen ekstraksiyonun basamag atlanmaktadir.

Uygulanan yontemden bagimsiz olarak, farkli organik asidlerin etkin olarak ekstrakte
edilmesi, birinden digerine degisiklik gosterebilmekte olup, bu nedenle ekstraksiyon
oncesinde her ornege bir internal standard eklenmektedir. ideal internal standard heniiz
taanimlanmamis olmakla birlikte, bir¢ok laboratuvar, diisitk molekiil agirlikli, yiikksek molekiil
agirlikhi organik asidler ve keto asidler icin olmak iizere birden fazla internal standard
kullanmaktadir. Enjekte edilen 6rnek hacmini ve dedektor duyarliligindaki olast degisiklikleri
izlemek icin Ornegin enjeksiyonundan hemen &nce bir eksternal standard da

eklenebilmekteedir (2).

2.4.2.2. Tiirevlendirme (Derivatizasyon)

Fizyolojik sivilarda bulunan, biyolojik agidan ©6nemli organik asidlerin tiimii, GC’nin

girisinde ya da kolonda hi¢ kayba ugramadan gaz fazinda coziiniirligr izin verecek sekilde
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stabil ve ucgucu tiirevlerine doniistiiriilmelidir. Minimum ihtiyag, karboksilik asid gruplarinin
esterlestirilmesidir. Metilasyon, zaman i¢inde karboksil gruplart yanisira, hidroksil gibi diger
bazi fonksiyonel gruplarin da tiirevlenmesini saglayan trimetilsililasyon ile yer degistirmistir.
2-Ketoasidlerin giivenilir bir sekilde yeniden elde edilebilmeleri, siklikla trimetilsializasyon

oncesinde oksimlerine doniistiiriilmelerini gerektirmektedir (2).

24.23. GC-MS

GC-MS, kromatografinin yiiksek ¢coziimleme giicli yanisira, kiitle spekrometresinin dzgiilliigii
ve duyarliligim birlestirerek, kompleks cozeltilerdeki bilesiklerin ayristirllmasinda kullanilan
ve biyolojik sivilardaki organik asidlerin analizinde en ¢ok tercih edilen yontemdir (212-216).
Gaz kromatografisinde (GC), ucucu ¢oziinmiis molekiilleri iceren hareketli faz, sabit fazi
iceren kolon icerisinden gecirilmekte (azot, hidrojen, helyum gibi bir tasiyic1 gaz ile) ve
¢Oziinmils molekiiller sabit fazda tutulma siirelerine gore ayrilmaktadirlar (3,212). Kiitle
spektrometre (MS) ise, hedef molekiilii once belli kiitle/yiik oranlarina gore iyonlastiran ve bu
iyonlar1 ayirarak Olcen bir cihazdir. Organik asidler, kiitle spektrumunu elde etmek icin
kiitle/yiik 50 ile kiitle/yiik 550 arasinda olan elektron carpistirma (EI) kiitle spektrometri
teknigi ile Ol¢iilmektedir. Tim MS teknikleri, nétr bir atom ve ya molekiilii iyonlastiran
iyonlastirma basamagina gereksinim duyar. Yiiksek vakum ve atmosferik basinca yakin
kosullarda iyon olusturmak icin bir ¢ok yontem kullanilmaktadir. Klinik 6nemi olan
bilesiklerin bir ¢ogu i¢in, en 6nemli iyonlastirma teknikleri elektron iyonlastirma (EI) ve
kimyasal iyonlastirmadir (CI). Diger iyonlastirma teknikleri hizli atom bombardimani (FAB)
ve matriks yardimli lazer desorpsiyon iyonlastirmadir (MALDI). Bunlara ek olarak
HPLC/MS cihazlarinda termospray, elektrospray, atmosferik basincta kimyasal iyonlastirma
(ABCI) ara birimleri de iyonlastirma i¢in kullanilabilir. Kiitle analizorleri ise iyonlari

kiitle/yiik oranlarina gore ayirir ve iyonlarin dedektore ulagsmalarini saglar. (3).

2.4.3. Organik Asidiirilerin Arastirilmasinda Kullanilan Diger Tetkikler

2.4.3.1. Acilkarnitinlerin Analizi

Sekonder karnitin yetmezlikleri ve organik asidiirilerim arastirilmasinda, karnitin esterlerinin

analizi, arastirmanin ayrilmaz bir parcasi haline gelmistir. Acilkarnitinlerin ayrilmasi ve
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miktar tayininde, teknik olarak zor ve zaman alic1 olan, kompleks organik asid karigimlarinin
coziimlenmesine dayanan gesitli HPLC yontemleri gelistirilmistir (217,218). Idrar érneginin
rutin analizinde hizli atom bombardimanli (FAB) MS, hizli ve goreceli olarak daha basit bir
teknik olup, en sik kullanilan yontemdir. Daha sonra Millington ve calisma arkadaslari,
organik asid metabolizmast bozukluklarinin tanisi ici, plazma agilkarnitinlerinin, FAB ve
tandem mass spektrometresinin bir arada kullanildigi bir yontem (FAB-MS-MS) ile
Olctimiiniin daha duyarli oldugunu ileri siirmiislerdir (6,219,220). Elektrospray iyonizasyon
tandem mass spektrometre (ESI-MS/MS), ayn1 duyarlilikta ancak otomasyona izin veren bir
yontem olarak gelistirilmis, metabolik hastalik risk taramasinda uygun bir noninvaziv teknik
olarak one siiriilmiistiir (6,221). Bu teknikler, hiz, duyarlilik, dogruluk, hizli 6rmek hazirlig

gibi ozellikleri birlikte tasirlar, ancak pahali ve karmasik cihazlara gereksinim duyarlar (6).

Acilkarnitin analizi i¢in, likid kromatografisi ve mass spektrometre (LC-MS)’de yaygin
olarak kullanilmaktadir (222). Hem LC-MS hem de FAB-MS-MS goreceli olarak pahalidir ve
bir cok laboratuvar cihazlarin maliyetini ve gereken uzmanlik diizeyini karsilayamamaktadir.
Vernez ve ark. idrarda karnitin ve agilkarnitinlerin saptanmasinda bir HPLC-MS yo6ntemi
gelistirmisler ve organik asidiirili hastalarin idrarinda patolojik acilkarnitin profilinin

taninmasinda basariyla kullanilabilecegini bildirmislerdir (223).

Olgiim duyarlilign FAB-MS-MS ile Kkarsilastirilabilir diizeyde olan, GC-MS acilkarnitin
analizini yapabilecek bir tiirevlendirme teknigi de gelistirilmistir. Yontem, acilkarnitinlerin
kimyasal iyonizasyon ya da elektron impakt kullanilarak GC-MS ile analiz edilen ugucu
lakton yapilarina tiirevlendirilmesine dayanmaktadir. Ornek hazirlama goreceli olarak kolay
ve hizhidir ve analizin daha basit, etkin ve ucuz olarak, dort uclu bir GC-MS sisteminde

yapilabilmesi miimkiindiir (6,224-226).

2.4.3.2. Acilglisinlerin Analizi

GC-MS ile hizli ve teknik olarak kolay acilkarnitin analiz yontemlerinin gelistirilmesi,
idrardaki organik asid degisikliklerinin araliklarla ortaya ¢ikmasi nedeni ile tamida zorluk
cekilen yag asidi oksidasyon kusurlarinin tanisim biiyiik oranda kolaylastirmistir. Bonafe ve
ark. da, mitokondriyal enerji metabolizmasi bozuklugu olan 26, organik asidiirisi olan 55

hastada ESI-MS/MS ile idrarda acilglisin atilimim incelemisler ve bu metabolik hastaliklarda
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acil karnitin 6l¢limiiniin organik asid ve agilkarnitin profillerini tamamlayic1 bir parametre
olarak, tamida yararli oldugunu bildirmislerdir (227). Ancak, Ol¢ctimiin duyarhilign kritik
dercede in-vivo olarak yeterli diizeyde karnitin varlifina baglidir. Organik asidopatilerde,
karnitin tiikenmesi, yaygin goriilen ikincil bir metabolik sorundur ve bu olgularda acilkarnitin
analizinin 6l¢tim duyarliligi oldukga diisiikk olmak durumundadir. Baz1 arastirmacilar, idrar
acilkarnitin analizi oncesinde, karnitin depolarinin yeterli oldugundan emin olmak i¢in, idrar
toplanmadan hemen oOnce, ©On hazirhk olarak L-karnitin yiiklemesinin Onemini
vurgulamaktadirlar (219). Bazi gruplar ise, cesitli organik asidopatili hastalarin idrarinda

atilan diger organik asid tiirevlerinin tanimlanmasi ve saptanmasina odaklanmistir (2).

1988’de Rinaldo ve ark.; primer yag asidi oksidasyon kusurlarinin en yaygini olan MCAD
eksikligi olan hastalarin idrarinda, anormal acilglisin atilmini bildirmislerdir (86) Idrarda
goriilen acilglisinlerin kokeni, muhtemelen kusurlu enzimin endojen substratlarinin (n-
hegzanoilglisin, suberilglisin) birikimi ve barsaktaki bakteriyel metabolizmadir (3-
fenilpropiyonilglisin).  Agilglisin analizi teknik ag¢idan zor bir yontem olup, miktar
belirlenmesi icin, glisin tlirevlerinin deuteryumla isaretlenmis uygun standartlari
kullanilmalidir. Tedavi ile iliskili olarak barsak flora degisiklikleri goriilen ya da yasa bagh
olarak 3-fenilpropiyonik asid iiretiminin azaldigi hastalarda, yanlis negatif sonuglar elde
edilebilir (228,229). Bu nedenle bazi1 arastirmacilar on asamada agiz yolu ile 3-

fenilpropiyonik asid yiiklenmesini 6nermektedirler (89).

2.4.4. Organik Asid Analizinin Yorumu

Organik asid analizi, bir¢ok kiitle spektrometre iireticisinin yiizlerce bilesenin otomatik olarak
Olciimii icin, organik asid kiitiiphanelerini kullanmasi sonucunda kolaylasmistir. Bu
gelismelerin sonucu olarak, organik asid analizinin teknik unsurlari, goreceli olarak
kolaylasmistir. Ancak verilerin yorumu i¢in tiim organik asid profilinin dikkate alinmasi,
mevcut tiim spesifik organik asidlerin tamimlanmasi ve her birinin goreceli miktarlarinin
belirlenmesi gereklidir. Bu karmasik gorev, normal organik asidlerin varligini, diyet ve
ilaglardan koken alan bilesikleri ve hastalarin yasinin gézoniinde bulundurulmasimi hesaba
katan algoritmalarin kullanilmasiyla kolaylagtinlmistir. Organik asid analizi bulgularinin son

yorumu, hastaligin bulundugu donemin, ilag maruziyetinin, diyet ve diger degiskenler gibi,
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hastanin klinik kosullarinin bilinmesini gerektirdigi gibi, idrar Orneginin analiz i¢in

toplandig1 zaman ve kosullara ve cevresel maruziyet oykiisiine de dikkat edilmesini gerektirir.

Otomasyon, teknik olarak ve veri islenmesi siireci acisindan, organik asid analizini belirgin
Olciide hizlandirmistir. Ancak organik asid paterninin karmasikligi nedeni ile, olusabilecek
hatalara  engellemek igin, verilerin manuel olarak ta kontrolii gereklidir. Ornegin,
giiniimiizdeki bircok veri sistemi, iistiiste binmis kromatografik pikleri birbirinden ayirt
edebilecek giivenilirlikte ve yeterlilikte degildir. Bu nedenle, otomatik olarak alinan ¢iktilarin

deneyimli bir kullanici tarafindan degerlendirilmesi temel kosuldur (2).

Organik asid analizinde laboratuvarlarin tanisal etkinligini ve giivenilirligini kontrol etmek
icin giiniimiizde bircok kalite kontrol programi vardir (230,231). Saghkh kisiler ve cesitli
kalitsal metabolizma kusuru olan hastalarin 6rnekleri yil i¢inde, cesitli zamanlarda katilime1
laboratuvarlara gonderilmektedir. Laboratuvarlarin bildirdigi analiz sonuglar1 ve verilerinin
tanisal yorumlari, referans laboratuvardan elde edilen veriler ile karsilastirilarak

degerlendirilmektedir.

2.4.5. Artefaktlar

Idrarda organik asid analizinde bircok kimyasal ve biyolojik artefaktlar tammlanmistir (Tablo
6). Idrar 6rneginin uygunsuz kosullarda alim1 ve saklanmasi, idrarin toplandigi kapta bulunan
kimyasallar nedeni ile karisikliga neden olabilir. Azelaik ve pimelik asidler, peroksizomal
veya mitokondrial yag asidi oksidasyon kusuru olan hastalarin idrarinda artmis miktarlarda
bulunabilen, tek karbon sayili dikarboksilik asidlerdir. Bu durumlarda, organik asidler primer
olarak endojen kokenlidirler ve aymi zincir uzunlugundaki cift sayida karbon atomu igeren
dikarboksilik asidlerden ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar. Ancak her ikisi de
plastigi yumusatict madde iceren plastik kaplarda saklanan idrarlarda, hatali olarak yiiksek

saptanabilir (232).
Organik asid atiliminda yasa bagh farkliliklar oldugu da bilinmektedir ve bu durum bobregin

gecikmis matiirasyonu yanisira cesitli bilesiklerin klirens ve metabolizmasindan sorumlu

karaciger ezimlerinin yeterince gelismemis olmasina baglanmaktadir. Prematiire bebeklerde,
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daha biiyliik c¢ocuklardan farkli

fermentasyonunun bir sonucu olarak, yapay bir organik asidiiri goriilebilmektedir (1,60).

Tablo 6 : idrar Organik Asid Analizinde Artefaktlar

olarak, barsak mikroorganizmalarinca karbonhidrat

Durum Tliskili organik asid (ler) Degisiklik
Diyet kokenli Adipik asid 1
Furoik asid 1
Tartarik asid 1
N-Asetiltirozin 1
N-Asetiltriptofan i
MCT ile beslenme Sebasik—suberik—adipik asid i
7-Hidroksioktanoik asid; 1
oktanoilglukuronid 1
Nutramijen ile beslenme 5-Oksoprolin T
Pregestimil ile beslenme di-(2-etilhekzan)fitalat 1
Tlaclar Siklohekzandiol 1
LV. Swvilar Propandiol 1
L-DOPA Vanillinlaktik asid 1
Parasetamol (asetaminofen) 5-Oxoprolin 1
Valproik asid
Cesitli metabolitler (dikarboksilik asidler)
Asetilsalisilik asid 2-Hidroksihippiirik asid
Etostiksimid Cesitli metabolitler
Fenitoin Cesitli metabolitler
Pirimidon Cesitli metabolitler

Etilen glikol zehirlenmesi

Bakteriyel kontaminasyon

Kor barsak sendromu

Kontaminasyonlar
Sabun ile
Merhem ile

Etilen glikol

Glikolik asid, okzalik asid
Benzoik asid

Hippurik asid

Glutarik asid
3-Hidroksipropionik asid
4-Hidroksifenilasetik asid
D-Laktik asid
2-Okzoglutarik asid
Fenilpropionilglisin
Siiksinik asid

Urasil

2-Hidroksiglutarik asid
Benzoik asid
3-Hidroksibenzoik asid
4-Hidroksibenzoik asid
D-Laktik asid
Laktillaktat

Palmitik ve stearik asid
Gliserol

S D P > D > > > > > > > — > > > —> —> —> —> —>

—
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Farkli iki yaymda (233,234) kimyasal zehirlenmelerle bazi kalitsal organik asid metabolizma
kusurlan arasindaki klinik ve analitik 6zelliklerin benzerliginin yol acabilecegi karisikliga
dikkat cekilmistir. Birinci makalenin yazarlari, metilmalonik asidemili bir hastanin kaninda
propiyonik asidin, hatali olarak etilenglikol olarak tamimlandigini bildirmislerdir. Ikinci
makalede ise, tekrarlayan metabolik asidoz Oykiisii olan bir yeni dogan, baglangicta
tanimlanamayan bir kalitsal metabolizma kusuruna olarak degerlendirilmis, ancak daha sonra
kasitli bir etilenglikol zehirlenmesinin kurbam oldugu saptanmistir. Bu 6rnekler, organik
asidiiri ve siddetli metabolik asidozu olan hastalarda, hem kalitsal metabolik hastalik, hem de
zehirlenme olasihigini goz 6niinde bulundurmanin 6nemini vurgulamaktadir. Idrarda olagan
olmayan organik asidlerin varligi, diyetsel bilesenler ve ilag metabolizmasindaki genetik

degiskenligin benign bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir
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3. ARAC-GEREC VE YONTEMLER

3.1. CALISMA GRUBUNUN OLUSTURULMASI

Bu calismadaki olgular Ege Universitesi Tip Fakiiltesi anaokulu ve kresindeki saglikli
cocuklar ile Klinik Biyokimya Bilim Dali Laboratuvarinda ¢aligmakta olan elemanlarin
saglikli cocuklarindan ve ayrica laboratuvar elemanlarindan olusturuldu. Bilinen herhangi bir
sistemik ya da metabolik hastaligi bulunmayan, ila¢ kullanmayan ve herhangi bir diyetsel
kisitlamasi olmayan, yaglar1 1-40 arasinda degisen toplam 120 olgu sirasi ile Grup 1:1-5 yas
(n=40), Grup II:6-18 yas (n=40), Grup 1II:19-40 yas (n=40) olmak iizere ii¢ farkli gruba
ayrildi. Calisma hakkinda bireyler, anaokulu ile kres yonetimi ve aileler bilgilendirildi ve

goniilliiliik esasina dayanilarak olurlar1 alindu.
3.2. IDRAR ORNEKLERINIiN ALINMASI VE SAKLANMASI

Yaslar1 1-40 arasinda degisen toplam 120 olgudan, en az 10 mL taze idrar ornegi alind.
Soguk zincir korunarak, en ge¢ 30 dakika i¢inde laboratuvara ulastirilan drneklerde kreatinin
Olctimii yapildiktan sonra, hicbir katki maddesi eklemeden hizla dondurularak, calisma

giiniine kadar -20°C’de saklandi.

3.3. ARAC-GEREC

GC-MS cihazi Agilent 6890 N
Mass Selective Dedector Agilent 5973 N
Kolon (HP 19091S-213) HP-5MS (Crosslinked %5 PH ME

Siloxane) Film Thickness: 1m,

Length:30 m, Phase ratio:80, Colomn

ID: 0.32 mm
Bilgisayar Dell
Yazici HP lazer jet 2200 D
Etiiv Memmert
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Cekerocak
Karistirici
Vortex

Rotary Evaporator , Vakum pompast

Otomatik pipet (20-200L, 100-1000pL)

Helyum gaz1 (%99,9)

2 mL sise

Sise kapagi

Sise kapag1 kapatict (crimper)

Sise kapagi acici (decrimper)
Ayirma Hunisi ( 50 mL, cam)
Balon (250 mL, dibi yuvarlak,cam)
Balon (1000 mL, dibi yuvarlak,cam)
Cam pastor pipeti

Erlenmayer (50 mL)

pH endikator kagidi

Tiip adaptorii (rotary evaporator igin)

Cam tiip 24/29 silifli (rotary evaporator i¢in)

Cam pipet

Heidolp promx 1020
IKA MS1

Heidolp Laborota 4000
Eppendorf Research
Habas

Agilent

Agilent

Agilent

Agilent

Isolab

Isolab

Schott Duran

Isolab

Isolab

Merck

BOMEX

BOMEX

Precicolor HBC

3.4. KIMSAYAL MADDE VE COZELTILER

4-Fenil butirik asid (Merck 820986) (IS)
HCI (Merck 137007)

Hidroksilamin hidrokloriir (Merck 822334)

Sodyum kloriir

Sodyum siilfat (Merck 106649)
Etil asetat (Merck 110972)

:1 mg/mL distile su i¢inde taze hazirlandi

1 4M

: 20mg/0.5 mL distile su icinde taze olarak hazirlandi

: ~ 380 g NaCl distile su i¢inde ¢oziilerek 1L’ ye

tamamlandi

MSTFA(N-methyl-N-trimethylsiyl-2,2,2-trifluoroasetamide) (Sigma M-7891)

Kloroform (Lab-scan CO7C11X)
Distile su ( HPLC grade) (Merck 115333)
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3.5. YONTEM

Analiz, Mills ve ark. tarafindan tanimlanan yontemin modifiye edilmesi ile uygulandi (235).
Organik asidlerin idrar 6rneklerinden ekstraksiyonu i¢in ilk olarak 4 M HCI ile asidifiye
edilmis idrar 6rnegindeki tiirevlendirilmemis organik asidlerin ayrilmasi sagland ve etil asetat
ile ekstrakte edildi (Tablo 7). Ekstraksiyon Oncesinde ©rnege kreatinin diizeyine gore
hesaplanan oranlarda internal standard ilave edildi. Organik asidlerin gaz kromatografi islemi
sirasinda hi¢ bir kayba ugramamasi i¢in stabil, ugucu tiirevlerine doniistiiriildii. Bu amacla N-
methyl-N-trimethylsiyl-2,2,2-trifluoroasetamide (MSTFA) kullanild1 ve trimetilsialilasyon
saglandi. Tirevlendirme ve ayirma islemlerinden sonra ekstarktlar 6890 serisi HP gaz
kromatografta, HP 5973 kiitle duyarli dedektor araciligi ile analiz edildi. Tasiyict gaz olarak
yiiksek saflikta helyum kullanildi. GC-MS analizindeki kosullar ve basamaklar Tablo 8’de

yer almaktadir. idrarda kreatinin 6l¢iimleri ise Jaffe yontemi ile yapilda.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler, SPSS (Statistical Packages for Social Sciences) 13.0 programi kullanilarak
degerlendirildi. ilk olarak tiim parametreler icin tamimlayici istatistik calismasi yapildi.
Gruplar aras1 karsilagtirmada once Kruskal-Wallis Varyans Analizi yapildi. Bu testin anlaml

sonug¢ vermesi durumunda gruplarin karsilagtirilmasi icin Mann-Whitney U Testi kullanildi.
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Tablo 7: Ekstraksiyon ve tiirevlendirme islemi

5 mL idrar {izerine kreatinin degerine gore hesaplanan IS yeterli miktarda eklendi .

2
4 M HCl ile pH ~1-2 arasina getirildi.
0.5 mL hidroksilamin HCL eklendi.
A

30 dak 60° C de inkiibe edildi.
d

5 mL doymus sodyum kloriir ¢ozeltisi ile satiire edildi ve pH yeniden 1-2 ye ayarlandi.

\)

Hazirlanan 6rnek 50 ml lik bir ayirma hunisi i¢ine alindi,
Uzerine 20 mL etilasetat eklendi.

d
Karistiricida, 300 frekansda, 3 dk ekstrakte edildi,

Organik faz ayirt edilerek, 50 mL lik erlenmayer i¢ine alindi.

A
Erlenmayer icine alinan etilasetat {izerine ~ 1g anhidr sodyum siilfat eklendi,
30 dak bekletildi.
2

Ustteki berrak tabaka 250 mL lik balona alindi
Evaporatorde 70°C de, 150 devirde vakum altinda uguruldu.

A

Balon igindeki kuru kalint1 2 defa 700uL etilasetat ile ¢alkalandi ve tiip i¢ine alindi.

Evaporatorde 70°C de, 150 devirde vakum altinda ug¢uruldu

!

Tiip icinde kalan kuru kalint1 iizerine 250puL kloroform ve 250Ul MSTFA eklendi.
Kapag kapatilarak 60°C’de 30 dak inkiibe edildi
A

1uLnumune GC kolona otosampler aracilig ile enjekte edildi.
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Tablo 8 : GC-MS de analitik islemler

GC-MS SARTLARI

Enjeksiyon sicakligi: 260°C
Enjeksiyon hacmi:1 pL.

FIRIN

Firin sicakligi: 70°C-290°C

5 dk 70°C de kalacak

3°C/dk artis ile 200°C ye ¢ikacak

4°C/ dk artig ile 290°C ye ¢ikacak ve 5 dak 290°C de kalacak
Sonlanma sicakligi: 50°C

Caligma siiresi: 85.83 dk.

Maksimum sicaklik : 325 °C

Denge zamani: 0.50 dk

GIRiS

Mod: Splitless

Baglangic sicakligi: 260°C
Basing: 0.62 psi

Split orani: 12:1

Split akist: 13.4 mL/dk
Total akis: 13.4 mL/dk
Gaz tipi: Helyum

KOLON

Baslangi¢ akisi: 1.1 mL/dk
Mevcut baslangi¢ basinci: 0.62 psi
Ortalama hiz: 39 cm/sn




4. BULGULAR

Idrarda organik asid analizi degerlendirmesinde, yaslar1 1-40 arasinda degisen 120 saglikli
bireyin yas gruplarina gore elde edilen idrar organik asid diizeylerine iliskin tanimlayici
istatistik caligmasi, organik asidlerin ortalama degerleri ve %2.5 ve %97.5 yiizdelikleri Tablo
9’da yer almaktadir. Saglikli olgularda yapilan degerlendirmede gruplar arasindaki farklilik
Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi ve Bonferroni diizeltmesi uygulanarak p<0,0167

anlaml olarak kabul edildi.

Idrar organik asidlerinin bir boliimii olgularin %95’inden fazlasinda saptanirken (suksinik
asid, 4-hidroksifenilasetik asid, 2-ketoglutarik asid, hippurik asid ve sitrik asid gibi), bazi
organik asidler (metilmalonik asid, izovalerilglisin, glutarik asid gibi) sadece birkac¢ olguda
mevcuttu. Organik asidler yas ile azalanlar, yas ile artanlar ve yasa bagli degisiklik

gostermeyenler olmak iizere ii¢ kategoriye ayrildiginda:

® Yasile azalanlar:

o Laktik asid, 3-hidroksiizobutirik asid ve N-asetiltirozin diizeyleri Grup I’de
Grup II’ye gore anlamli derecede yiiksek saptandi (sirasiyla p=0,000, p=0,000,
p=0,002).

o Piruvik asid, glutarik asid, 3-metilglutakonik asid, 3-metiladipik asid, 3-
hidroksi-3-metil-glutarik asid, 4-hidroksifenilasetik asid, suberik asid, akonitik
asid, azelaik asid, 4-hidroksifenillaktik asid, N-asetil tirozin diizeyleri, Grup
I’de Grup lIl’e gore anlamli derecede yiiksek saptandi(sirasiyla p= 0,006,
p=0,002, p=0,000, p=0,000, p=0,003, p=0,000,p=0,011, p=0,000, p=0,010,
p=0,007, p=0,000),

o Piruvik asid, metilsiiksinik asid, 3-metilglutarik asid, 3-metilglutakonik asid,
adipik asid, 3-metiladipik asid, 3-hidroksi-3-metilglutarik asid, 4-hidroksi fenil
asetik asid, 2-ketoglutarik asid, suberik asid, akonitik asid, azelaik asid, sitrik
asid, 4-hidroksifenillaktik asid, 3-hidroksisebasik asid, Grup II’de Grup III’e
gore anlamli derecede yiiksek saptandi (sirasiyla p=0,000, p=0,010, p=0,007,
p=0,000, p=0,006, p=0,000, p=0,003, p=0,000, p=0,000, p=0,002, p=0,000,
p=0,000, p=0,011, p=0,000, p=0,016),

63



® Yasile artanlar:

o Laktik asid ve glikolik asid Grup III’de Grup II'ye gore anlamli derecede yiiksek
(sirasiyla p=0,000, p=0,000) saptandi.

o Glikolik asid Grup III’de Grup I’e gore anlaml yiiksek saptandi ( p=0,000).

o 2-Metil-3-hidroksibutirik asid, metilsiiksinik asid, N-asetilaspartat diizeyleri Grup
II’de Grup I’e gore anlaml derecede yiiksek saptandi (sirastyla p=0,000, p=0,012,
p=0,007) saptanda.

® Yasa bagh anlaml degisiklik saptanmayanlar:

o 3-hidroksipropiyonik asid, 4-hidroksibutirik asid, 3-hidroksibutirik asid,
metilmalonik asid, 3-hidroksivalerik asid, 2-Etil-3-hidroksipropiyonik asid, 3-
hidroksiizovalerik asid, etilmalonik asid, siiksinik asid, urasil, fumarik asid,
izovalerilglisin, mevalonik asid, tigliglisin, 2-hidroksiglutarik asid, sebasik asid,
hippiirik asid, izositrik asid, metilsitrik asid, 4-hidroksifenilpiruvik asid,

indollaktik asidlerde gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi

Sekil 9’da saglikli bir cocuktan elde edilen, idrar organik asidlerini gosteren kromatogram
ornegi yer almaktadir. Tiirevlendirilmis organik asidlerin retansiyon zamanlari, molekiil

agirliklar1 ve karakteristik iyonlari ise Tablo 10’da gosterilmektedir.

IS
2.26407 7

26407
1.86407
1.66407
1.46407
1.26407 6

18407
8000000 3 8
soooooo] 1

4000000

‘ima—= 10.00 1500 2000 2500 an.on 35.00 40.00 45.00 R0.00 500 A0.00 65.00 70.00 7R.00 a0.00

Sekil 9: Saghkl bir ¢ocukta idrar organik asidleri (IS: internal standard, retansiyon zamani
28.96 dk, 1: Laktik asid, 2: Piruvik asid, 3: Ure, 4: Suiiksinik asid, 5: Parahidroksifenilasetik
asid, 6: Akonitik asid, 7: Hippiirik asid, 8: Sitrik asid)
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Tablo 9 : Saglikli bireylerde yas gruplarina gore idrarda organik asid diizeyleri: Ortalama + standard sapma, alt-iist sinirlar (%2,5 -%97,5 ytizdelikler) ile gruplar arast
farkliliklar gosterilmektedir

Organik asid Grup I Grup II Grup III
(n=40) (n=40) (n=40)
Ortalama + SD Alt - iist siir Ortalama + SD Alt - iist simir Ortalama + SD Alt - iist siir Gruplar arasi farkhlik,
(mmol/mol cre) (mmol/mol cre) (mmol/mol cre) (mmol/mol cre) (mmol/mol cre) (mmol/mol cre) p degeri
(%2.5-%91.5) (%2.5-%97.5) (%2.5-%91.5)

Laktik asid 2,81 +£4,59 0,00 — 18,89 0,00 £ 0,00 0,00 - 0,00 1,54 £3,99 0,00 — 22,05 Grup I> Grup I, p=0,000
Grup 11l > Grup 11, p=0,000

Glikolik asid 0,00 = 0,00 0,00 - 0,00 0,10 £0,48 0,00 - 2,37 0,93 1,19 0,00 - 3,89 Grup Il > Grup I, p=0,000
Grup 11l > Grup 11, p=0,000

2-Metil-3-hidroksibutirik 0,00 = 0,00 0,00 - 0,00 1,79 £3,65 0,00 — 14,93 0,13 £0,48 0,00 - 2,57 Grup II> Grup I, p=0,000

asid

3-hidroksipropiyonik asid 0,18 £ 0,44 0,00 -1,73 0,17 £0,37 0,00 - 1,69 0,08 £0,18 0,00 - 0,62

Piruvik asid 4,66 + 1,87 0,04 -9,43 4,90 +3,82 0,00 -19,92 2,66 1,27 1,07 - 6,48 Grup I > Grup III, p=0,006
Grup 11> Grup 111, p=0,000

4-hidroksibutirik asid 2,40 +3,39 0,00 -9,97 2,63 +£3,45 0,00 - 11,55 2,34 £1,13 0,00 - 5,89

3-hidroksibutirik asid 0,00 = 0,00 0,00 — 0,00 0,14 £0,91 0,00 - 5,63 0,00 = 0,00 0,00 - 0,00

3-hidroksiizobutirik asid 2,56 +3,95 0,00 - 15,7 0,20 £1,29 0,00 - 8,00 0,22 £0,91 0,00 — 4,56 Grup I > Grup II, p=0,000

Metilmalonik asid 1,60 + 3,49 0,00 - 18,1 2,25 +2,50 0,00 - 8,30 0,98 +1,30 0,00 - 4,70

3-hidroksivalerik asid 0,14 £0,92 0,00 -5,72 0,00 £ 0,00 0,00 - 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 - 0,00

2-Etil-3-hidroksipropiyonik 0,86 + 1,86 0,00 - 7,52 0,83 £1,93 0,00 — 8,95 0,26 £0,92 0,00 — 4,75

asid

3-hidroksiizovalerik asid 0,16 £0,75 0,00 — 4,31 045+1,14 0,00 — 4,84 0,25 £0,70 0,00 - 2,81

Etilmalonik asid 1,07 £3,22 0,00 - 15,00 0,17 £0,72 0,00 -3,74 0,93 £4,48 0,00 —27,21

Siiksinik asid 6,31 + 8,95 0,00 — 35,80 4,51 £8,69 0,00 — 41,92 2,45 +3.93 0,00 - 21,84

Metilsiiksinik asid 0,66 + 1,38 0,00 - 5,87 1,03 £1,02 0,00 - 3,39 0,44 £ 0,62 0,00 -2,62 Grup II> Grup I, p=0,012
Grup II> Grup 111, p=0,010

Urasil 0,84 £0,83 0,00 - 2,63 0,81 £0,70 0,00 -2,32 0,47 £0,32 0,00 -1,18

Fumarik asid 0,57 £ 0,67 0,00 -2,17 0,55 £0,51 0,00 - 2,06 0,25 £0,26 0,00 - 1,24

Glutarik asid 1,45+ 1,69 0,00 -7,01 0,83 +0,97 0,00-3,18 0,36 £ 0,57 0,00 —2,43 Grup I > Grup IlI, p=0,002

3-Metilglutarik asid 0,93 0,97 0,00 — 4,86 0,92 +0,68 0,00 - 2,67 0,59 + 0,67 0,00 -2,62 Grup II> Grup II, p=0,007

3-Metilglutakonik asid 4,83 +2,11 0,00 — 8,48 4,45 +2,17 0,00 -10,13 2,88 +£2,49 0,68 — 13,79 Grup I > Grup III, p=0,000
Grup 11> Grup 111, p=0,000

Adipik asid 1,11 £2,88 0,00 - 12,44 0,90 £2,51 0,00 - 13,79 0,04 £0,29 0,00 -1,79 Grup II> Grup II, p=0,006

3-metiladipik asid 2,55+£1,65 0,00 — 6,57 2,52 +1,64 0,00 - 6,22 1,42 £0,73 0,01 -3,51 Grup I > Grup III, p=0,000
Grup 11> Grup 111, p=0,000
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Tablo 9 (devam): Saglikli bireylerde yas gruplarina gore idrarda organik asid diizeyleri: Ortalama + standard sapma, alt-iist sinirlar (%2,5 -%97,5 yiizdelikler) ile gruplar
arasi farkliliklar gosterilmektedir

Organik asid GrupI Grup II Grup III
(n=40) (n=40) (n=40)
Ortalama + SD Alt - iist siir Ortalama + SD Alt - iist simir Ortalama + SD Alt - iist siir Gruplar arasi farkhhk,
(mmol/mol cre) (mmol/mol cre) (mmol/mol cre) (mmol/mol cre) (mmol/mol cre) (mmol/mol cre) p degeri
(%2.5-%91.5) (%2.5-%97.5) (%2.5-%97.5)

izovalerilglisin 0,02 +£0,15 0,00 - 0,94 0,02 £0,10 0,00 - 0,54 0,01 £0,06 0,00 - 0,41

Mevalonik asid 0,02 +0,14 0,00-0,92 0,00 = 0,00 0,00 - 0,00 0,00 = 0,00 0,00 - 0,00

3-hidroksi-3-metil glutarik 0,61 1,21 0,00 -5,89 0,39 +£0,62 0,00 -1,89 0,03 +0,13 0,00 - 0,59 Grup I > Grup 111, p=0,003

asid Grup II> Grup 111, p=0,003

Tigliglisin 0,89 + 1,17 0,00 - 3,76 1,17 £ 1,35 0,00 -5,52 0,42 +0,54 0,00 —2,02

2-hidroksiglutarik asid 0,02 +0,16 0,00 -1,03 0,00 = 0,00 0,00 - 0,00 0,01 £0,07 0,00 - 0,43

4-hidroksifenilasetik asid 35,38 17,76 9,30 - 92,66 31,79 £27,75 0,05 - 139,07 14,01 £11,03 3,35 -54,34 Grup I > Grup 111, p=0,000
Grup II> Grup 111, p=0,000

2-keto(okso)glutarik asid 14,78 + 14,23 0,00 - 60,13 12,04 £9,55 0,00 — 49,02 4,59 +3,98 0,00 -17,78 Grup II> Grup 111, p=0,000

N-asetilaspartat 0,10 £0,28 0,00 - 1,28 0,29 £ 0,37 0,00 - 1,14 0,09 £0,17 0,00 - 0,75 Grup II> Grup I, p=0,007

Suberik asid 2,01 £1,99 0,00 - 7,26 2,70 £2,79 0,00-11,63 1,03 £0,80 0,00 - 3,42 Grup I > Grup IIl, p=0,011
Grup 1I> Grup 111, p=0,002

Sebasik asid 0,00 = 0,00 0,00 - 0,00 0,00 = 0,00 0,00 - 0,00 0,01 £0,08 0,00 - 0,53

Akonitik asid 23,28 £12,76 0,00 — 46,38 20,25 + 11,00 0,00 — 40,22 9,74 £5,27 0,12 - 28,95 Grup I > Grup 111, p= 0,000
Grup II> Grup 111, p= 0,000

Hippurik asid 258,78 £315,24 2,13 -1831,49 209,38 +259,14 0,00 — 1343,89 168,39 + 161,82 0,67 — 597, 20

Azelaik asid 4,29+ 6,31 0,00 - 31,77 4,76 £ 6,15 0,00 — 25,79 1,34 £1,97 0,00 — 8,29 Grup I > Grup 111, p=0,010
Grup 1I> Grup 111, p=0,000

Sitrik asid 33,23 £37,49 0,00 - 133,03 35,52 £36,54 0,00 — 118,65 14,43 + 19,81 0,00 -97,14 Grup II> Grup 111, p=0,011

izositrik asid 0,13 +0,86 0,00 -5,31 0,28 1,58 0,00-9,71 0,20 £0,85 0,00 — 4,16

Metil sitrik asid 0,03 £0,23 0,00 - 1,43 0,12 £ 0,28 0,00 - 1,05 0,00 £ 0,04 0,00 - 0,22

4-hidroksifenillaktik asid 2,99 £3,55 0,00 - 17,59 3,19 £2,65 0,00 - 13, 64 1,53 £1,87 0,00 — 10,45 Grup I > Grup III, p=0,007
Grup II> Grup 111, p=0,000

4-hidroksifenilpiruvik asid 0,25 + 0,64 0,00-2,92 0,09 £ 0,29 0,00-1,14 0,07 £0,16 0,00 - 0,59

3-hidroksisebasik asid 0,66 +0,75 0,00 - 2,80 0,54 £0,55 0,00 -1,70 0,21 £0,29 0,00 - 1,07 Grup II> Grup 11I, p=0,016

N-asetiltirozin 0,39 + 0,68 0,00 — 2,54 0,02+0,14 0,00 -,0,81 0,00 = 0,00 0,00 — 0,00 Grup I> Grup 11, p=0,002
Grup 1 > Grup 111, p=0,000

indollaktaktik asid 0,06 £0,31 0,00-1,71 0,00 = 0,00 0,00 - 0,00 0,01 £0,11 0,00 - 0,69
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Tablo 10: Tiirevlendirilmis organik asidlerin retansiyon zamanlar1 (RZ), molekiil agirliklart
(MW) ve karakteristik iyonlar

Organik asid RZ (dk) MW (amu) Olgiim ve onaylamada
kullanilan
karakteristik iyonlar
(m/z )*
Laktik asid 9.47 234 117, 147, 191,219
Glikolik asid 10.05 220 177, 205
2-Metil-3-hidroksibutirik asid 15.35 262 117, 147
3-hidroksipropiyonik asid 13.00 234 177,219
Piruvik asid 13.42 247 147,204, 232,247
4-hidroksibutirik asid 13.75 248 117,147,204
3-hidroksibutirik asid 13.73 248 117,191, 233
3-hidroksiizobutirik asid 13.73 248 103, 177, 233
Metilmalonik asid 16.17 262-334 147, 218, 247- 319, 83
3-hidroksivalerik asid 17.55 262 131, 205
2-Etil-3-hidroksipropiyonik asid 16.78 262 177,217, 233, 247
3-hidroksiizovalerik asid 15.82 262 131,205
Etilmalonik asid 19.04 276 147,217, 231, 262
Siiksinik asid 20.44 262 147, 172, 247
Metilsiiksinik asid 21.00 276 217, 261
Urasil 21.53 256 241,255
Fumarik asid 21.88 260 147, 245
Glutarik asid 24.37 276 158, 186, 204, 261
3-Metilglutarik asid 25.15 290 69, 204, 275
3-Metilglutakonik asid 27.80 288 170,183 198, 273
Adipik asid 28.40 290 111,217, 275
3-metiladipik asid 29.57 304 125, 147, 173, 289
izovalerilglisin 29.00 231 130, 145
Mevalonik asid 32.41 364 233, 247, 259
3-hidroksi-3-metil glutarik asid 3243 378 273, 363
Tigliglisin 30.82 229-301 229, 214-286, 184
2-hidroksiglutarik asid 31.51 364 203, 247
4-hidroksifenilasetik asid 33.40 296 179, 252, 281
2-keto(okso)glutarik asid 33.77 377 170, 260,362,377
N-asetilaspartat 35.09 391 184,245, 274
Suberik asid 35.63 318 169, 187, 303
Sebasik asid 42.39 346 331
Akonitik asid 37.86 390 285,375
Hippurik asid 40.27 251-323 105,236-105, 308
Azelaik asid 39.16 332 149, 217, 317
Sitrik asid 40.58 480 183,211, 257
Izositrik asid 40.54 480 245,273,319
Metil sitrik asid 41.19 494 362,479
4-hidroksifenillaktik asid 42.77 398 179, 308
4-hidroksifenilpiruvik asid 44.21 411 204, 277, 396
3-hidroksisebasik asid 48.02 434 217,233, 303
N-asetiltirozin 49.54 439 179, 218.260
indollaktaktik asid 51.02 421 202, 421
internal standard(4-fenilbutirik 28.96 236 221
asid)

*Koyu renkle yazilan iyonlar kantitasyon i¢in kullanilanlar, alt1 ¢izili olan iyonlar ise onaylamada
kullanilanlardir.
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5. TARTISMA

Kalitsal metabolik hastaliklar (KMH), metabolik yollardaki anahtar enzimlerin sentezi ya da
transmembran transporttaki temel proteinlerin sentezini diizenleyen genlerdeki mutasyonlara
bagh olarak gelisen hastaliklardir. Metabolik hastaliklar tanimlandik¢a, tami ve takipte

kullanilacak yontemlere iligkin arastirmalar da hiz kazanmistir (236).

Kalitsal metabolik hastaliklarin tamisinda temel amag, klinik 6nemi olan hastaliklarin erken
evrede saptanarak tedavi edilmesi, olusabilecek zihinsel, bedensel sekellerin engellenmesi ve
bu hastaliklardan ©liim oraminin en alt diizeylere indirilmesidir. Bu hastaliklarin erken
donemde saptanmasi, pahali bir beslenme destegi ile birlikte, dmiir boyu takip gerektirmekle
birlikte, 6zellikle ilk 5 yas icinde hastaneye olan acil bagvurularini ve hastane masraflarini

azaltmaktadir.

Organik asidiiriler olarak da tanimlanan organik asidemiler, idrarda artmis organik asid atilimi
ile karakterize olup, amino asid yikim yollarindaki spesifik enzim eksikliklerinden ya da yag
ddddasidi beta oksidasyonu, karbonhidrat metabolizmas: ile ilgili enzim eksikliklerinden
koken alirlar. Bir hastaligin organik asidiiri olma olasiliginin bilinmesi, tan1 ve tedavi i¢in en
onemli adimdir. Letarji, tekrarlayan koma, hipotoni/hipertoni, konviilzyonlar, miyoklonus,
motor-mental gerilik, ataksi gibi santral sinir sistemi ile ilgili bulgular, kusma, takipne,
solunum distresi, miyopati/kardiyomiyopati, tekrarlayan enfeksiyonlar ve biiyiime geriligi
gibi durumlar klinisyeni uyarmahidir (2,13). Metabolik asidoz, diisiik bikarbonat diizeyleri,
anyon ac¢iginda artma, amonyak diizeyinin yiikksek olmasi, hipoglisemi, laktik asidemi,
trigli,serid yiiksekligi serbest yag asidlerinde artis ketozis gibi laboratuvar verilerinin de

organik asidler ile ilgili bir kusurdan kaynaklanabilecegi akilda tutulmalidir.

Kalitsal organik asid metabolizma kusuru goriilme sikligi canli dogumlarda 1:10.000 ile - =
1:1.000.000 arasinda degismektedir (3). 65’ten fazla kalitsal metabolik hastalikta, tan1 ve

takip icin karakteristik olan idrar organik asid paternlerinin bulundugu bilinmektedir (4).
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Diisiik molekiil agirlikli biyolojik organik asidlerin degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan
analitik teknik GC-MS’tir. Organik asidlerin gaz kromatografi kiitle spektrometri (GC-MS)
analiz edilmesinin, amino asid ve organik asid metabolizmas ile ilgili kalitsal metabolik
hastaliklarin tanisinda onemli bir yontem oldugu kamitlanmis ve son 30 yil organik asid
analizi i¢in altin standard olarak tanimlanmistir. Yontem ilk olarak kalitatif Olgiimler igin
gelistirilmis olup, kantitatif olclim igin gelistirilen yontemler 6rnek hazirlik asamasindaki
zorluklar nedeni ile genis bir kullanim alan1 bulmamistir. Laboratuvarlarda organik asidler
siklikla kantite edilmemekte ya da kulllanilan internal standarda gore semikantitatif olarak
degerlendirilmektedir (205). Islemdeki en 6nemli basamaklar 1) organik asidlerin fizyolojik
stvilardan  saflagtirilmasi, 2) ucucu tiirevlerine doniistiiriilmesi (metilasyon ya da
trimetilsililasyon), 3) GC-MS analizidir. Kantitatif 6l¢iimlerde, tanisal amag¢h ¢aligmalarda
kabul edilebilir hata % 40-50 arasinda iken, hastalarin klinik takibi hedeflendiginde, bu
hatanin %?20’nin altinda olmasi gerektigi belirtilmektedir (237)

Organik asid analizinde kritik basamak organik asidlerin izole edilmesidir. Bu amagla siklikla
solvent ekstraksiyon ya da iyon degis-tokus kromatografi teknikleri kullanilmaktadir (213).
Ancak fiziksel 6zelliklerindeki farkliliklar nedeni ile tiim organik asidlerde aymi sekilde iyi
sonuglarin elde edilmesi miimkiin olmamaktadir. Solvent ekstraksiyon yodnteminde 3-
hidroksiizovalerat, 3-hidroksipropionat, metilsitrat ve sitrat gibi daha polar asidlerde verim
daha diisiik olup, ayrica solventlerden, idrardaki notral bilesenlerin de ekstrakte edilmesinden
kaynaklanan safsizliklar da s6z konusu olabilmektedir. Anyon degis tokus yontemleri ise
daha gii¢ islemleri ve uzun siireyi gerektirmektedir. Polaritesi yiiksek olan asidlerde daha iyi
sonuclar alinsa da bazi asidler sadece semikantitatif olarak ve solvent ekstraksiyondan {istiin
olmayacak sekilde tanimlanabilmektedir . Anyon degis tokusu yontemlerinin bir sakincasi da,
idrar disindaki 6rneklerin deproteinize edilmelerinin gerekli olmasi1 ve yiiksek miktarlarda
ekstrakte edilen fosfat ve siilfatlarin, gaz kromatografide bazi 6nemli organik asidleri

maskeleyebilmesidir (213).

Fizyolojik sivilardaki biyolojik 6nemi olan organik asidlerin gaz kromatografi islemi sirasinda
hic kayba ugramamasit icin stabil, ucucu tiirevlerine doniistiiriilmesi gereklidir.
Trimetilsialilasyon, karboksil yanisira hidroksil gruplarinin esterlesmesi avantaji nedeni ile
siklikla tercih edilmektedir. Bu nedenle bu calismada organik asidlerin trimetisilil (TMS)

eterleri Ol¢iilmiis olup, immobilize nonpolar sabit fazi olusturan bir kapiller kolon
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kullanilmistir. TMS tiirevleri mono- ve di- TMS tiirevlerini olusturan agilglisinler gibi bazi
bilesikler i¢in ideal olan tiirevlendiriciler olmamakla birlikte, bir ¢ok organik asid icin hala en
kullanigh olan tiirevlerdir. Agcilglisinlerin daha kesin olarak belirlenebilmeleri icin metil

esterlerinin kullanilmasi daha uygundur (237).

Organik asid analizinde en Onemli islemlerden biri olan ekstraksiyon basamagida yaygin
olarak etil asetat veya dietileter kullanilmaktadir. Bu calismada da ekstraksiyon isleminde etil
asetat kullanildi. Etilasetatin polaritesi diisiik bilesiklerde (glisin konjugatlar1 ve dikarboksilik
asidler) ¢ok iyi sonuglar vermesine karsin, polaritesi daha yiiksek olan bilesiklerde (glikolik
asid ve kiniirenik asid, orotik asid, kinolinik asid gibi azot igceren aromatik heterosiklik
karboksi asidler) sensitivitesinin daha diisiikk olduguna iliskin baz1 yayinlar bulunmaktadir
(238,239). Wittman ve ark. tetrahidrofuran ekstraksiyonunu, etilasetat ekstraksiyonu ile
karsilastirdiklarinda, polaritesi yiiksek olan metabolitlerde tetrahidrofuranin daha duyarh
oldugunu, ancak bu verilerin tetrahidrofuranin tercih edilmesi igin yeterli olmadigini
bildirmislerdir (239). Tetrahidrofuranin bir sakincasi ise, fosforik asid, hippurik asid gibi

tanisal degeri olmayan bilesikleri daha yiiksek diizeylerde saptamasidir.

Bu calismada organik asidlerin tarama islemi mass spektrometride m/z 50’den m/z 550’ye
kadar gerceklestirilmis, tanimlama saf standardlarin analizi ile olusturulmus olan bir
kiitiiphane araciligi ile yapildi. Calismadaki en 6nemli kisithliklardan biri, ayn1 anda ¢ok
sayida ornegin calisilamamasi oldu. Bir giinde en fazla 18 6rnegin hazirlanabilmesi ve bu
orneklerin her birinin yaklasik 90 dakika siiren bir analiz siiresine sahip olmasi nedeni ile
sonuglarin degerlendirilmesine kadar gecen siire, yaklasgik 2 giinlilk bir donemi kapsadi.
Ayrica 3-hidroksibutirik, 3-hidroksiizobtirik asid gibi ayn1 pikte bulunabilen asitlerde zaman
zaman yorumlamada zorluklar ile karsilagildi. Piklerin i¢ ice girmesi 6zellikle kisa kolonlarda
karsilasilan bir sorun olup, kolonumuzun 30 m olmas1 nedeni ile ¢calismamizda bir ka¢ 6rnek
disinda bu konuda bir zorluk yasanmadi. Bu Orneklerdeki organik asidlerin se¢imi

karakteristik iyonlan dikkate alinarak yapildi (Tablo 10).

Son yillarda likid kromotografi/tandem mass spektrometre (LC/MS/MS) tekniginin kullanima
girmesi, organik asid analizinde daha hizli analitik tekniklerin gelisimine olanak saglamistir.
Zayif anyon degisimli kromotografi yontemi kullanilarak LC/MS/MS ile idrardaki bazi
organik asidler hizl1 ve giivenilir bir sekilde ol¢iilebilmistir (206). Bu teknikte MS/MS analizi
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ile ayirimi miimkiin olmayan izomerlerin bir 6n islem ve LC aracig ile birbirlerinden
ayrilmast miimkiin olabilmektedir. Wang ve ark. da organik asid saptanmasinda iyon-pair
kromatografi (IPC) ve kapiller zon elektroforez (CZE) yontemlerini karsilagtirmiglar ve CZE
yonteminin net anlasilir elektroferogram ve ornekler aras1 degiskenligin iistesinden gelmedeki
etkinliginden dolayr uygun, hizli bir tamisal ara¢ oldugunu, idrar organik asidilerinin
Olciimiinde her iki yontemle de anlamli bir farklilik bulunmadigimmi belirtmislerdir (207).
Ancak s6z konusu calismada idrardaki tiim organik asidlerin 6l¢iimii hedeflenmemis, sadece 6

organik asidin 6l¢iimii gerceklestirilmistir.

Organik asid analizinde yakin gelecekte ornek hazirliginin biiyiik olasilikla otomatik hale
gelecegi ongoriilmektedir. Giintimiizde bir ¢ok laboratuvar, hasta orneginin GC-MS’e enjekte
edilmeye hazir hale gelmesinden O©nce, idrardaki organik asidlerin ekstraksiyonu ve
tirevlendirilmesi icin, islemlerin manuel olmasi nedeni ile belirgin miktarda zaman
harcamaktadir. GC-MS’in 6rmek hazirhiginin ¢cok zaman fazla zaman ve isgiicii almasi gibi
sorunlar1 agabilmek amaciyla da, daha hizli ve kolay 6rnek hazirlig1 yapabilen, analiz siiresini
kisaltan ¢esitli yontemler gelistirilmistir (239). Bu cihazlarin bir kismi1 solvent ekstraksiyonu,
solid faz ekstraksiyon (SPE) kolonlarina 6rnegin uygulanmasi, SPE kolonlarinin eliisyonu,
1s1tma, karistirma, nitrojen altinda ucurma, tiirevlendirme gibi islemleri yapabilmektedir. Is
yiikiinii azaltan ve zaman tasarrufu saglayan bu oOzelliklere ek olarak, otomatik ornek
hazirhigimin diger olumlu ydnleri, daha diizenli ve tekrarlanabilir analitik sonuglar elde

edilmesi ve analiz edilmeyi bekleyen orneklerde bozulmanin daha az olmasidir (2).

Laboratuvar verisini yalniz basina ya da tercihen klinik bilgi ile birlestirerek tami saglama
yetenedi olan, kural tabanli uzman sistemlerin ya da ndral network tipi yapay zeka
programlarinin gelisimi heniiz gerceklesmemistir. Bu alanda tanisal programlarin olugsmasina
neden olacak uygulamalarin gelisimi icin kullanilalabilecek yazilimin elde edilebilirligi,
kalitsal metabolik kusurlarin tanisi ile ilgilenen klinisyen ve laboratuvar uzmanlarina yardime1

olacaktir (2).

Idrarda organik asid analizinde 6rneklerin saklama kosullar1 biiyiik énem tasimakta olup,
hemen dondurulup, -20°C’de bekletilmeleri 6nerilmektedir. Ornegin iyi saklanmamasi tiim
ketoasidlerin hidroksiasidlere doniisiimiine yol agmaktadir. Ornegin, aseto asetat 3-

hidroksibutirata, 2-ketoglutarat 2-hidroksiglutarata doniismektedir. Diger bir hatali yorum
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nedeni de bakteriyel metabolizmadir. Barsak enfeksiyonu gibi nedenlerle endojen kokenli
olanlarda laktat, metilmalonat, p-hidroksifenilasetat, p-hidroksifenillaktat, fenilasetilglutamin,
fenilpropionilglisin, glutarat, hippurat ve benzoat anormal diizeylerde atilima ugramaktadir.
Idrarda bakteri iiremesi gibi ekzojen nedenlerde ise laktat, 2-ketoglutarat, 2-hidroksiglutarat,
siiksinat, 3-hidroksipropionat, ve fenol tiirevleri (fenol, p-kresol, hippurat) atilima
ugramaktadir. Biz de bakteriyel metabolizmayi en alt diizeylerde tutmak amaci ile, 24 saatlik
idrar ornekleri yerine spot idrar orneklerini kullanmay1 tercih ettik ve idrar orneklerini soguk

zinciri koruyarak laboratuvara ulastirip, analiz siiresine kadar -20°C’de koruduk.

Organik asid attlminda yasa bagli degiskenlikler ve ol¢iim icin kullanilan yontemlerdeki
farkliliklar literatiirde sunulan verilerin karsilagtinlmasini giiglestirmektedir. Ayrica genetik
farkliliklar ve beslenme aligkanliklar1 da cesitli calismalarda farkli verilerin elde edilmesine
neden olabilmektedir (1,4,240). Genel olarak laboratuvarlar arasinda bir karsilastirma
yapildiginda, benzer ekstraksiyon yontemlerini kullanan laboratuvarlar olmasi gerekliligi

vurgulanmaktadir (240).

Bu farkliliklara ragmen, saglikli cocuklarda saptanan organik asid degerlerinin bir ¢ogu
literatiirde verilen veriler ile uyumlu idi, ancak bazi organik asidlerde olgularimizdaki
degerler daha diisiik diizeylerde idi (1,3). Laktat bunlardan biri olup, idrardaki laktat
atiliminin yagsamin ilk yilinda en yiiksek diizeyde oldugu, daha sonra diistiigii ve 3-4 yasinda
stabilize oldugu bildirilmektedir (241). Calismamizda bu bilgiler ile uyumlu olarak Grup
I’deki laktat degerleri Grup III’den anlaml derecede yiiksek olmasina karsin, Grup II’deki
olgularin idrarinda laktatin saptanamayacak diizeylerde olmasi nedeni ile , bu grupta Grup
[I’den daha diisiik olarak belirlendi. Ancak genel olarak bakildiginda calismada elde edilen
laktat degerleri literatiirde sunulanlarda daha diisiik degerlerde idi (1,3,4). Sitrat degerleri de
literatiirde verilen degerlerden daha diisiik idi (1,3,4,240). Beslenme, asid-baz dengesi,
hormonlar, D vitamini, kalsiyum, renal metabolitler idrardaki sitrat diizeylerini
etkileyebilmektedir (242). Bu asidin idrardaki atthm diizeylerine iligkin verilerde
uyusmazliklar da bulunmaktadir (243).

Calismamizda metilmalonik asid diizeyleri, diger calismalardan yiiksek degerlerde saptanmig
olup, bu durum muhtemelen diyetsel veya metabolik B12 vitamini yetmezliginden veya

bakteriyel fermantasyondan koken almakta idi.
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Yasa bagl degisiklikler degerlendirildiginde, laktik asid, glikolik asid, 2-metil-3-OH-butirik
asid, metil siiksinik asid, N-asetilaspartat disinda bir ¢ok organik asidin kii¢iik yas gruplarinda
daha diisiik degerlerde oldugu saptandi (Tablo 9). Bu veriler literatiirde sunulan diger veriler
ile uyumlu olup, bu durum ileri yasta artmis kreatinin atiliminin etkisine bagl olabilir (1,240).
Thompson ve ark.’da bizim sonuglarimiza benzer sekilde glikolik asid diizeylerinin biiyiik yas
gruplarinda daha yiiksek oldugunu saptamislardir (240). Bircok asid cift doruklu bir atihm
paternine sahip olup, ara yaslarda idrar atitlimlar1 artmakta ileri yaslarda ise orijinal diisiik
degerlerine donmektedir. Kreatinin atilimindaki farkliliklar yanisira, idrar organik asid
atilimim etkileyen cesitli faktorler bulunmaktadir. Beslenme sekli yanisira kisideki enzim

diizeyleri, bobrek matiiritesi bunlar arasindadir.

Erigkin kisilerdeki idrar organik asid verilerine iligkin ise ¢ok az sayida kaynak bulunmakta
olup, bu calismalardan birinde saglikli kisiler ile kronik yorgunluk sendromlu, depresyonu
olan kigiler ve romatoid artrit hastalar1 karsilastinllmistir (244).Verilerimiz bu ¢alismadaki
saglikli kisilerde bulunan suksinik asid, 2-ketoglutarik asid, akonitik asid, adipik asid, 4-
hidroksifenilasetik asid, hippurik asid diizeyleri ile yakin olmakla birlikte, olgularimizdaki

laktik asid, sitrik asid, izositrik asid diizeyleri bu ¢alismada elde edilenlerden daha diisiik idi.

Organik asidiirilerin yorumlanmasi, diyet ve uygulanan tedaviden etkilenmeleri ve farkl
hastaliklarda aym1 organik asidlerin artabilmesi nedeni ile biiyiik bir onem tasimaktadir.
Ayrica bazi hastaliklarda organik asidler idrarda gecici olarak ortaya cikabilmektedir.
Yorumda 6rnegin alinma zamani, kisinin diyeti, kullandig ilaglar, karaciger islevleri, barsak
metabolizmasindaki anormallikler, vitamin eksikligi gibi bir¢ok faktor, hastaya iliskin Oykii
biiyiik bir onem tagimaktadir (1,2,4). Bir cok durumda iist iiste ¢akisan pikler hakkinda yorum
yaparken tecriibeli bir laboratuvar uzmam kilit basamag1 olusturmaktadir. Asemptomatik bir
hastada patolojik organik asid profili ya da semptomatik bir olguda normal bir organik asid
paterni tercihan semptomatik donemde alinacak yeni bir idrar Orne8i ile mutlaka
tekrarlanmalidir. Bir taniya varabilmek icin organik asid verileri, plazma amino asid analizi,
plazma ve beyin omurilik s1vis1 piruvat ve laktat diizeyleri, tam kan acil karnitin profili, kan
ve diger hiicrelerde enzim aktivitesi tayini, genom analizi gibi diger bazi analizlerle de

uyumlu olmali ve birbirini desteklemelidir (1,4).

Kalitsal hastaliklarda kullanilan tiim biyokimyasal testlerde oldugu gibi, verilerin yorumunda

klinik bilgi biiyiik bir 6nem tasimaktadir. Sonuglarin yorumlanmasi icin laboratuvar uzmani
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ile klinisyenin is birligi temel kosuldur. Uygulanan diyet, kullanilan ilaglar, klinik semptom
ve bulgular laboratuvar uzmaninin yorumda gereksinim duydugu Onemli unsurlardir.
Laboratuvar uzmam da, klinisyeni olabilecek hata kaynaklari, anormal sonuglarin muhtemel

kokenleri, istenebilecek ileri tetkikler hakkinda bilgilendirebilmelidir.

Sonug¢ olarak, bu caligmada farkli yas gruplarinda organik asid diizeylerinde saptanan
farkliliklar, metabolik hastaliklarin tanisinda yasa bagl degerlerin kullaniminin uygun olacagi
goriisiinii desteklemektedir. Ayrica, tilkemizdeki kalitsal metabolik hastalik sikligi dikkate
alindiginda, daha hizli sonug verecek, giivenilir yontemlerin yiiriirliige konmasi da biiyiik bir

Onem tasimaktadir.
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6. OZET

Kalitsal metabolik hastaliklarin bir kisminda, idrarda karakteristik organik asid atilimlar1 s6z
konusudur. Bu nedenle organik asid analizi, kalitsal metabolik hastaliklarin tan1 ve izleminde
yararlanilan bir yontemdir. Bu ¢calismada, kalitsal metabolik hastalik 6n tanisi ile hastanemize
basvuran ya da tan1 alip izlemi yapilan, degisik yas gruplarindaki hastalarda ve ayrica
ebeveynlerinde idrar organik asid analizlerinin saglikli degerlendirilebilmesi igin, yas

gruplarina gore alt ve iist diizeylerinin belirlenmesi amaglandi.

Calismadaki olgular Ege Universitesi Tip Fakiiltesi anaokulu ve kresindeki saglikli cocuklar
ile Klinik Biyokimya Bilim Dali laboratuvarinda g¢alismakta olan elemanlarin saglikli
cocuklarindan ve ayrica laboratuvar elemanlarindan olusturuldu. Olgularda herhangi bir
sistemik ya da metabolik hastalik ya da siirekli ila¢ kullanimi s6z konusu degildi. Yaslar1 1-40
arasinda degisen toplam 120 olgu; 1-5 yas aras1 (Grup I, n=40), 6-18 yas aras1 (Grup II, n=40)
ve 19-40 yas arasi (Grup III, n=40) olmak {iizere ii¢ farkli gruba ayrildi. Taze idrar 6rnekleri
analiz siiresine kadar -20° C’de saklandi. Organik asidler asidifiye edilmis idrar orneklerinde
etil asetat ile ekstrakte edildi, ardindan stabil, ugucu tiirevlerine doniistiiriildii. Bu amagla N-
methyl-N-trimethylsiyl-2,2,2-trifluoroasetamide (MSTFA) kullanilarak trimetilsialilasyon
saglandi. Ekstraktlar gaz kromatografi kiitle spektrometri (GC-MS) aracilig1 ile analiz edildi.
Organik asid tamimlamalari, bilgisayar ortaminda kiitle spektrumlarini igceren kiitiiphaneler

aracilig1 ile yapildi. Istatistiksel analizler SPSS 13.0 progranu kullanilarak gerceklestirildi.

Her ii¢ grupta, organik asidlerin alt ve iist diizeyleri, ile ortalama diizeyleri saptandi. Ayrica
yasa gore gruplar arasi farkliliklar da arastirildi. Sonug olarak, farkli yas gruplarinda organik
asid diizeylerinde saptanan farkliliklar, metabolik hastaliklarin tanisinda yasa bagl degerlerin

kullaniminin uygun olacag goriisiinii desteklemektedir.
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7. ABSTRACT

Urinary excretion of organic acids is known to be associated with various inborn errors of
metabolism. Thus, organic acid analysis is a method utilised to diagnose and monitor inborn
errors of metabolism. The aim of this study was to determine age related lower and upper
limits of urinary organic acids among different age groups, as a referance study for patients
admitted to our hospital with the pre-diagnosis or those under follow-up with an established

diagnosis of inborn errors of metabolism and their parents.

The study group included healthy children from kinder garden and nursery of Ege University
Medical School, healthy children of the employees of Clinical Biochemistry Department and
the laboratory personnel. None of the subjects had a systemic or metabolic disease or was on
long-term medication. Total 120 subjects age ranging between 1 and 40 were divided into
three groups as follows: 1-5 years (Group I, n=40), 6-18 years (Group II, n=40) and 19-40
years (Group III, n=40). Fresh urine samples were stored under -20°C until the day of
analysis. Organic acids were extracted with ethyl acetate from acidified urine samples and
converted to stable volatile derivatives, in which N-methyl-N-trimethylsilyl-2,2,2-trifluoro-
acetamide (MSTFA) was used for trimethylsilylation. The extracts were analysed with gas
chromatography mass spectrometry (GC-MS). Organic acids were identified using computer-
based libraries containing mass spectrums. SPSS 13.0 software was used in statistical

analyses.

Lower and upper limits and average values of organic acids were determined for each group.
Age-related differences between the groups were also investigated. In conclusion, the
different values observed in different age groups support the notion that age-related values

should be used in the diagnosis the metabolic disorders.
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