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OZET

ERITROSIT GALT ENZIiM AKTiVITESININ BELIRLENMESI iCIN LC-MS/MS
METODU GELISTIRILMESI, OPTIMiZASYONU VE VALIDASYONU

Amagc: Galaktozemi, genellikle galaktoz-1-fosfat iiridil transferaz (GALT) eksikligine bagl
gelisen bir karbonhidrat metabolizmas1 hastaligidir. GALT eksikliginin tanis1 eritrosit i¢i enzim
aktivitesinin belirlenmesiyle miimkiindiir. Enzim aktivitesinin belirlenmesine yonelik birgok
yontem tanmmlanmustir. Radyoaktif yontemler, zahmetli ve tehlikeli oldugu igin tercih
edilmemektedir. Florometrik yontemler ise giinlimiizde tan1 ve yenidogan tarama programlarinda
en sik kullanilan yontem olmasina ragmen analitik agidan yetersiz kalmaktadir. Erken tam ve
tedavinin kritik oldugu bu hastalikta, enzim aktivitesinin yiiksek dogruluk ve giivenirlilik ile
belirlenmesi, etkin bir tarama programi ve hastaligm ayirici tanisi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu
calismada, hemolizat ve kuru kan damlasi (KKD) 6rneklerinde GALT aktivitesinin tayinine
yonelik, analitik acidan giiclii, sivi kromatagrafi-kiitle spektrometri (LC-MS/MS) temelli bir
yontem gelistirilmesi; gelistirilen yontemin valide edilmesi ve florometrik yontem ile yontem
performanslari agisindan karsilastirilmasi amaglandi. Ayrica yontem i¢in en uygun 6rnek toplama
tiiplinlin belirlenmesi amaciyla K;aEDTA’I ve lityum heparinli 6rnek toplama tiiplerinin enzim
aktivitesine olan etkisi incelendi.

Gereg¢ ve Yontem: Gelistirilen yontemde izotop isaretli [**Cs]-galaktoz-1-fosfat substrat, UDP-
N-asetilglikozamin internal standart (IS) olarak kullamldi. Kromatografik ayristirma, Acquity
UPLC HSS T3 (1.8 pm, 2.1x50 mm) kolon ile saglandi. 5 mM amonyum format i¢eren %50-
%50 asetonitril/su ¢ozgen sistemleri mobil faz olarak kullanildi. Enzimatik reaksiyon sonucunda
olusan izotop isaretli [*3*Cg]-UDP-Gal’un (571/323) kantitasyonu, iS (606/385) pik alanma gore
sagland1 ve enzim aktivitesi hesaplandi. Yontem validasyon parametreleri kapsaminda 6lgtim
limitleri, geri elde, tekrarlanabilirlik, matriks etkisi, se¢icilik, tasima etkisi ve referans aralik
calismalar1 yapildi. Analiz i¢cin en wuygun Ornek tiiplinlin belirlenmesi ve yOntem
performanslarinin karsilastirilmast amaciyla, farkli antikoagiilan igeren kan tiiplerinden elde
edilen hemolizat ve KKD 6rneklerinin enzim aktiviteleri belirlendi ve sonuglar yorumland:.
Bulgular: Hemolizat 6rneklerinin GALT aktivitesinin ortalamat+SD degeri 12.04+3.68, KKD
orneklerinin 3.46+2.07 pmol/grHb/saat olarak belirlendi. Hemolizat yonteminde dogrusal aralik
0.4-100 pM (normalin %1.1-%280’1), KKD yonteminde 0.4-50 uM (normalin %2.4-%310u)

arasindaydi. Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinda %varyasyon katsayisi
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(%CV) degerleri <15 bulundu. Geri elde ¢aligmalarinda %90’nin iizerinde geri elde saglandi.
Genel anlamda matriks kaynakli iyon baskilama tespit edilmedi. KKD 6rnekleri farkli saklama
kosullarinda 31 giin boyunca oldukga stabil iken hemolizat 6rnekleri oda sicakligi ve +4 °C’de
enzim aktivitelerinin yaklasik %50’sini kaybettigi izlendi. EDTA’l tiiplerden elde edilen KKD
orneklerinde ortalama enzim aktivitesi, heparinli tiiplerden elde edilen 6rneklere gore yaklagik
1.6 kat yiiksek tespit edildi. Klasik galaktozemi hastalarmin LC-MS/MS ile analizinde herhangi
bir enzim aktivitesi saptanmadi. Florometrik yontem ile <3.5 U/gHb (esik deger) olarak 6lgiilen
enzim aktiviteleri, ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda LC-MS/MS yoéntemiyle kantitatif olarak
belirlendi.

Sonu¢: Hemolizat ve KKD 6rneklerinde, eritrosit i¢i GALT aktivitesinin yiiksek giivenirlilik ve
dogruluk ile tayin edilebilecegi LC-MS/MS temelli bir yontem gelistirildi. Yontem validasyon
caligmalar1 dogrultusunda ulasilan performans verileri tatmin edicidir. Calismalarda, GALT
aktivitesinin tayini i¢in en uygun 6rnegin K;dEDTA igeren tam kan 6rnegi oldugu belirlendi.
Gelistirilen yontem, analitik agidan karsilastirilan florometrik yonteme goére tstiindiir. GALT
eksikliginde enzim aktivitesinin belirlenmesinde LC-MS/MS metodunun kullanilmasi, hastaligin
teshisinde ve ayrici tanisinda biiyiikk kolayliklar saglayacagi gibi yenidogan taramalarinin

etkinligini artiracag1 ongoriilmektedir.

Anahtar Sozciikler: GALT; LC-MS/MS; yenidogan taramalar1; kuru kan damlasi
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ABSTRACT

DEVELOPMENT, OPTIMIZATION AND VALIDATION OF LC-MS/MS METHOD FOR THE
DETERMINATION OF ERYTHROCYTE GALT ENZYME ACTIVITY

Aim: Galactosemia is a carbohydrate metabolism disease that usually develops due to galactose-
1-phosphate uridyl transferase (GALT) deficiency. The diagnosis of GALT deficiency is possible
by determining the intra-erythrocyte enzyme activity. Many methods for determining enzyme
activity have been described. Radioactive methods are not preferred because they are laborious
and threatening. Nowadays fluorometric methods are the most frequently used methods in
diagnosis and newborn screening programs (NBS) although they are insufficient analytically. As
early diagnosis and treatment is critical for galactosemia, determination of enzyme activity with
high accuracy and reliability is crucial for an effective screening program and differential
diagnosis of the disease. In this study, it was aimed to develop an analytically powerful liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) based method for the determination of GALT
activity in hemolysate and dried blood spot (DBS) samples, to validate the developed method and
compare it with the performance of fluorometric method. In addition, the effect of KzEDTA and
lithium heparin tubes on enzyme activity was examined in order to determine the most

appropriate sample collection tube for the method.

Material and Method: In the developed method, the isotope labeled [*3Cg]-galactose-1-
phosphate as a substrate and UDP-N-acetylglycosamine was used as internal standard (IS).
Chromatographic separation was achieved with Acquity UPLC HSS T3 (1.8 um, 2.1 x 50 mm)
column. 50%-50% acetonitrile/water solvent systems containing 5 mM ammonium format were
used as mobile phase. Quantitation of the isotope labeled [3Cs]-UDP-Gal (571/323) formed, as a
result of the enzymatic reaction, was achieved according to the peak area of the IS (606/385) and
enzyme activity was calculated. In the scope of method validation parameters, measurement
limits, recovery, repeatability, matrix effect, selectivity, carryover and reference interval studies
were performed. In order to determine the most appropriate sample collection tube for the
analysis and to compare the performances of methods, the enzyme activities of both hemolysate
and DBS samples obtained from blood tubes containing different anticoagulants were measured

and the results were interpreted.

Results: The mean £ SD value for GALT activity of hemolysate samples was determined as

12.0443.68 and 3.46+2.07 umol/grHb/hour for DBS samples. The linear range was 0.4-100 uM
Vil



(1.1-280% of normal) in the hemolysate method and 0.4-50 uM (2.4-310% of normal) in the
DBS method. The %coefficient of variation (%CV) values were less than 15 for intra-day and
inter-day repeatability studies. In recovery studies over 90% recovery was achieved. In general
terms, ion suppression from matrix was not detected. While DBS samples were quite stable for
31 days under different storage conditions, hemolysate samples lost approximately 50% of
enzyme activities at room temperature and +4 °C. Mean enzyme activity for DBS samples
obtained from KoEDTA tubes was found approximately 1.6 times higher than samples obtained
from heparinized tubes. No enzyme activity was detected with the analysis of classical
galactosemia patients’ samples by LC-MS/MS. Enzyme activitiy results reported as <3.5 U/gHb
(cut off value) by fluorometric method, were quantitatively determined for even very low
concentrations by LC-MS/MS method.

Conclusion: In the hemolysate and DBS samples a LC-MS/MS based method has been
developed in which the intra-erythrocyte GALT activity can be determined with high reliability
and accuracy. Performance data obtained in relation with studies of validation method are
satisfactory. In the studies, the most appropriate sample for the determination of GALT activity
was determined as a whole blood sample containing K:EDTA. The developed method is quite
superior to analytical fluorometric methods. It is predicted that the use of LC-MS/MS method in
the determining enzyme activity in GALT deficiency will provide great conveniences in
diagnosis and differential diagnosis of the disease and increase the effectiveness of newborn

screenings.

Keywords: GALT; LC-MS/MS; newborn screening; dried blood spot
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1. GIRIS

Galaktozemi, galaktoz metabolizmasinda rol oynayan ii¢ farkli enzimden birinin
eksikligi sonucu gelisen otozomal resesif gegisli, kalitsal bir karbonhidrat metabolizmasi
hastaligidir. Bu enzimler: Galaktokinaz (GALK), galaktoz-1-fosfat iiridil transferaz (GALT) ve
uridin difosfat (UDP)-galaktoz-4-epimeraz’dir (GALE). Galaktozemi, en sik GALT eksikligine
bagl gelisir. GALT aktivitesinin %0-1 arasinda olmasi “klasik galaktozemi”, %1-13 arasmnda
olmas1 “galaktozeminin farkli klinik tipi”, %13-38 arasinda olmasi ise “galaktozeminin farkli
biyokimyasal tipi” olarak siniflandirilir. GALT eksikliginin klinik seyri (fenotipi), rezidiiel enzim
aktivitesine ve hastaliga sebep olan genetik mutasyona gore cesitlilik gosterir (1). Bu sebeple
rezidiiel enzim aktivetesinin kantitatif olarak belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Klasik galaktozeminin diinyada goriilme sikligi 1/40000—1/60000 arasinda degisirken
iilkemizde akraba evliliginin yaygin olmasi sebebiyle bu oran 1/23775°tir (2). Yenidogan
déneminde anne siitii alimindan sonra gelisen sarilik, kusma, hepatomegali, beslenme giigligii,
letarji, ishal, karaciger yetmezligi, hipoglisemi, renal tiibiiler disfonksiyon, kas hipotonisi ve
katarakt ile karakterizedir. Zamaninda tan1 konulmadiginda sepsis ve multiorgan tutulumuna
bagli mortalite orani1 oldukga yiiksektir. Ayrica bu hastalarda uzun dénemde overleri, kemikleri
ve santral sinir sistemini etkileyen bir¢ok komplikasyon goriilebilir. GALT eksikliginde erken
taniya odaklanilmalidir. Tan1 konuldugu an uygulanan laktoz kisitli diyet yenidogan doneminde
hayat kurtaricidir (3,4). Bir¢ok gelismis iilkede klasik galaktozemi diger kalitsal metabolik
hastaliklar ile birlikte yenidogan tarama programlar: i¢erisinde yer almakta ve hastaligin erken
donemde tespiti miimkiin olmaktadir (5). Ulkemizde ise klasik galaktozemi taramasi Ulusal
Yenidogan Tarama Programi kapsaminda yer almamaktadir (6).

GALT eksikliginin tanis1 eritrosit i¢i enzim aktivitesinin belirlenmesiyle saglanir. GALT
aktivitesinin belirlenmesine yonelik bir¢ok yontem tanimlanmistir (5). Bu yontemler arasinda bir
donem altin standart olarak kabul edilen radyoaktif yontemler zaman alici, zahmetli ve tehlikeli
oldugu i¢in artik tercih edilmemektedir (7). Florometrik yontemler ise tanida ve klasik
galaktozemi taramalarinda en fazla kullanilan yontem olmasina ragmen bir¢ok dezavantaji icinde
barindirmaktadir (8). Bu yontem ile kuru kan damlasi (KKD) orneklerinde GALT aktivitesi
semikantitatif olarak belirlenmektedir ve diisiik enzim aktivitelerinde analitik olarak yetersiz
kalmaktadir. Bu durum o6zelllikle florometrik yontemle yapilan yenidogan taramalarinda yanls
pozitiflik oranmni artirmakta ve zaman kaybma yol agmaktadwr (9). Son yillarda enzim

aktivitesinin belirlenmesinde alternatif yontem arayislart hiz kazanmis ve sivi kromatografi-kiitle
1



spektrometri (LC-MS/MS) yontemleri 6n plana ¢ikmistir. Diinya iizerinde LC-MS/MS ile GALT
aktivitesinin belirlendigi laboratuvar sayist ¢ok azdir ve bu analizlerde EDTA’Ii tam kan
orneklerinden elde edilen hemolizat 6rnegi kullanilmaktadir (5,10). GALT aktivitesi tilkemizde
bazi laboratuvarlar tarafindan analiz edilmektedir ancak hi¢birinde LC-MS/MS yontemi
kullanilmamaktadir.

Bu bilgiler 1s1ginda, bu tezin ana amaci hemolizat ve KKD &rneklerinde GALT aktivite
diizeyinin tespitine yonelik LC-MS/MS temelli bir yontem gelistirilmesi, gelistirilen yontemin
validasyonunun saglanmasi ve neonatal GALT kiti (PerkinElmer, florometrik yontem) ile yontem
performanslarinin karsilagtirilmasidir. Calismanin diger amaci ise farkli antikoagiilan iceren
ornek toplama tiiplerinden (lityum heparinli ve EDTA) elde edilen hemolizat ve KKD
orneklerinin GALT aktivitelerinin karsilagtirilmasi ve bu dogrultuda analiz igin en uygun ornek
toplama tiiptiniin belirlenmesidir. GALT aktivitesinin yiiksek hassasiyet ve dogruluk ile tespit
edilmesiyle hastaligin erken teshisinde, fenotipinin belirlenmesinde, yenidogan taramalarinda,
klasik galaktozeminin ve diger durumlarm ayiric1 tanisinda biiyiik kolayliklar saglanacagi

ongoriilmektedir.
2. GENEL BILGILER

2.1. Fizyolojik Oneme Sahip Karbonhidratlar

Karbonhidratlar insan diyetinin en 6nemli kismini olusturan makromolekiillerdir.
Hiicreler i¢in temel enerji saglayicisi olmalarmin yani sira yapisal ve koruyucu elemanlar olarak
fonksiyon gortirler.

Karbon atomu, eslesmemis 4 elektronu sayesinde degisik elementlerle bag
yapabilmesine karsin en ¢ok hidrojen, oksijen ve azot ile bag yapar. Yapisinda C ve H igeren
bilesiklere hidrokarbonlar denir. Hidrokarbon zincirler basit, dalli veya halkasal olabilir.

Karbonhidratlar C, H ve O’den olusmus hidrokarbon tiirevleridir. Basit
karbonhidratlarda her C igin 2 H ve 1 O bulunur. Biitiin karbonhidratlar glikozdan sentezlenebilir
veya glikoza gevrilebilir. Karbonhidratlar karbon sayilarina gére 4 sinifa ayrilabilir (11):

1. Monosakkaritler: Sahip olduklar1 C sayisina gore trioz, tetroz, pentoz, heksoz v.s.

seklinde adlandirilirlar. Glikoz, galaktoz, fruktoz ve mannoz heksozlara 6rnektir.

2. Disakkaritler: Tki monosakkarit biriminin glikozidik bag ile birlesmesiyle olusurlar.

Glikozidik bag kovalent bir bagdir ve sekerler kendi aralarinda bir oksijeni ortak

kullanarak O-glikozidik bag kurar.



e Maltoz — Glikoz + Glikoz, a-1.4 glikozidik bag igerir.
e Siikroz — Glikoz + Fruktoz, a-1.2 glikozidik bag icerir.
e Laktoz - Glikoz + Galaktoz, $-1.4 glikozidik bag igerir.
3. Oligosakkaritler: 3 ile 10 aras1 monosakkarit biriminin glikozidik bag ile
baglanmasiyla meydana gelir.
4. Polisakkaritler: 10’dan fazla monosakkarit birimi igerirler. Diiz veya dallanmis
yapida olabilirler.
2.1.1. Monosakkaritler
Monosakkaritler aldehit veya keton grubu tagimalarina gére aldoz veya ketoz olarak alt
smiflara ayrilir. A¢ik zincir formunda C atomlarinin bir tanesi O atomuna ¢ift bagla baglanarak
bir karbonil grubu olustururken diger C atomlar1 ise bir OH grubu tasir. Eger karbonil grubu
karbon zincirinin sonunda terminal bir karbon atomunda ise bu monosakkarit aldoz olarak
adlandirilirken karbonil grubu diger herhangi bir karbon atomunda ise bu monosakkarit ketoz

olarak adlandirilir (Sekil 1).

H 0 H

v |

C H—?—DH
H—C—OH C=0
H—C—OH H—?—OH

H H

Sekil 1. Sirasiyla aldoz ve ketoz sekerler

Ayni1 atomik igerige ve ayni kapali molekiiler formiile sahip fakat farkli atomik dizilise
sahip olan bilesiklere birbirinin izomeri bilesikler denir. Fruktoz, galaktoz, glikoz ve mannoz
birbirinin izomeri olup hepsi Ce¢H1206 kapali formiilii ile gosterilirler. Epimer ise bir ¢esit
izomerdir. Eger birbirinin izomeri olan iki monosakkarit sadece bir karbon atomunda H ve OH
dizilimi agisindan bir konfigiirasyon degisikligi tasiyorsa iki monosakkarit birbirinin epimeridir.
Glikozun o6nemli iki epimeri vardwr. Glikozun 2. karbonundaki degisiklik mannozu, 4.

karbonundaki degisiklik ise galaktozu olusturur (Sekil 2).
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Sekil 2. Glikozun epimerleri

Bir karbonhidrat i¢indeki herhangi bir karbon atomuna 4 farkli grup baglanmigsa bu
karbon atomuna asimetrik karbon atomu denir. Asimetrik karbon atomu tagiyan karbonhidratlar
stereoizomerizm gosterir. Bir monosakkaritin asimetrik karbon atomu sayist “n” ile gosterilirse
bu monosakkaritin 2" sayis1 kadar izomeri bulunur. 4 adet asimetrik karbon atomu bulunan
glikozun 2% = 16 izomeri bulunur. Bir bilesikte asimetrik karbon varlig1 o bilesige optik aktivite
kazandirir ve bu bilesiklere optikce aktif bilesikler denir. Bir bilesik polarize 15181 saga
ceviriyorsa dekstrorotator (+), sola ¢eviriyorsa levorotator (-) denir. Glikozun ¢ozeltilerdeki optik
rotasyonu dekstrarotatuardir ve bu nedenle klinikte dekstroz olarak adlandirilir. Ayrica
karbonhidratlarin D ve L izomeri vardir. D ve L izomer kavraminda 3 karbonlu bir seker olan
gliseraldehit (gliseroz) referans alinir ve karbonil grubuna en uzak olan C atomundaki H ve
OH’in durumuna gore belirlenir. OH sag tarafta ise bu D-izomer, sol tarafta ise bu bir L-
izomerdir (Sekil 3). Memelilerdeki sekerlerin tamamina yakini D-izomerken bunlar1 metabolize
eden enzimler de D-sekerlere o6zgiidiir. Sekerlerin iki L-izomer istisnasi bulunur. L-fukoz
glikoprotein yapisinda bulunurken L-iduronik asit ise glikozaminoglikanlarin (GAG) yapisinda

yer alir.
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Sekil 3. Sirastyla D-gliseraldehit ve L-gliseraldehit

Bes veya daha fazla karbon igeren monosakkaritler diiz zincir yerine halkasal yapida
olmayi tercih ederler. Eger halkanin 6 iiyesi varsa (5 C ve 1 O2) piranoz halkasi, eger 5 liyesi
varsa (4 C ve 1 Oy) furanoz halkasi ad1 verilir. Burada halka yapisini olusturan bir aldehit ise bag
hemiasetal bagi, bir ketoz ise hemiketal bagi olarak adlandirilir. Monosakkaritlerin hemiketal ve
hemiasetal karbon atomlarinin konfigiirasyon farki (OH grubunun yukarida ya da asagida olusuna
gore) farkli izomerik formlar yaratir ki bunlara anomer denir. OH grubu altta yer alirsa bu bir a-
anomerken OH grubu dstte yer alirsa bu bir p-anomerdir (Sekil 4). a ve [ anomerler

mutarotasyon denen bir islemle birbirlerine dontisebilirler (11).

6
CH,0H
> e '/' o anomerik karbon
4 OH 1
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Sekil 4. o ve f anomerler

Hekzoslarin aldehit veya keton gruplarmin indirgenmesiyle polialkoller olusur.

Glikozdan sorbitol, galaktozdan galaktitol, fruktozdan sorbitol ve mannitol olusur (Sekil 5).
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Sekil 5. Galaktozun galaktitole indirgenmesi

Monosakkaritler demir ve bakir gibi ajanlarla oksitlenebilir. Demir ve bakir gibi
metalleri indirgeyebilen glikoz gibi sekerlere indirgeyici sekerler adi verilir. Indirgenme esasina
dayali Fehling testi uzun yillar hastalarda kan ve idrar seker miktarinin tayini i¢cin kullanilmistir.
Alt1 karbonlu monosakkaritlerin hepsi, disakkaritlerin ise sukroz hari¢ digerleri indirgen 6zellige
sahiptir.

Glikozun aldehit grubundaki karbonun karboksil grubuna oksitlenmesiyle glukonik asit
olusurken diger aldozlardan farkli aldonik asitler olusur.

Glikoz, galaktoz ve mannozun 6. karbonunun oksitlenmesiyle glukuronik, galakturonik,

mannuronik asit gibi tironik asitler olusur. Bunlar asidik sekerlerdir (11).

2.1.2. Sekerlerin Yapisal Fonksiyonlar1

Heksozlarm karbon zincirlerindeki bir hidroksil grubunun yerini bagka bir grup alirsa
veya bir karbon atomu bir hidroksil grubuna oksitlenirse seker tiirevleri olusur. Glikoz, galaktoz
ve mannozda ana karbon zincirindeki 2. hidroksil grubu yerine bir amino grubu gelirse sirasiyla
glikozamin, galaktozamin, mannozamin olusur. Bu amino gruplarinin hepsi N-asetil-
glikozaminde oldugu gibi asetik asitle kondanse olur. Bag dokusunda aminoseker sentez yolu ¢ok
aktiftir. Aminosekerler, GAG, glikoprotein ve glikolipitlerin 6nemli bir igerigini olusturur.

GAG’lar heteropolisakkarit olup aminosekerler (Iki monosakkaritten biri mutlaka N-
asetil-glikozamin ya da N-asetilgalaktozamindir.) veya iironik asitten olusan tekrarlayan lineer
disakkarit birimlerdir. GAG’lar negatif yiikli yapilardir. Tiim gekerlerin fizyolojik pH’da negatif
yiiklii olan karboksilat gruplar1 ve siilfat gruplar ile asidik sekerler yapiya negatif yiik saglar.
GAG’larin yapim ve yikimi denge halindedir.



Glikoproteinler polipeptit iskeletlerine kovalent olarak bagli oligosakkarit zincirleri
iceren proteinlerdir. Oligosakkarit zincirlerini glikoz, galaktoz, mannoz, fukoz, ksiloz, N-asetil-
glikozamin, N-asetilgalaktozamin ve N-asetilnéraminik asit olusturur. Glikoproteinler kollajen,
musin, immunoglobulin, enzim, antijen, antikor gibi bir ¢ok yapinin i¢ginde yer alir. Ayrica hiicre-
hiicre etkilesimlerinde énemli rol oynar. Proteinlere karbonhidrat pargalarini niikleotit sekerlerler
ekler. UDP, guanozin difosfat ve sitidin monofosfat niikleotit sekerlerdir.

Glikolipitler (glikosfingolipit) sinir hiicresi basta olmak tizere tiim hiicre membranlarinin
dis yliziinde bulunur ve hiicre yiizeyr karbonhidratlarini olusturur. Glikolipitler hiicre
adezyonunda ve hiicresel iletisimde Onemlidir. Tim glikolipitler seramitten tiirer. Seramit
yapisindaki sfingozinin primer alkol grubuna bir galaktoz/glikoz baglanmasiyla galaktozilseramit
(galaktozilsfingolipit) ya da glikozilseramit (glikozilsfingolipit) olusur. Galaktozilseramit
myelinin ana lipidi iken glikozilseramit ekstrandronal dokularin ana lipididir (11).

2.2. Galaktoz Metabolizmasi

Galaktoz, insan viicudu i¢in hayati 6neme sahip olan, metabolik ve yapisal fonksiyonlari
olan, tim canli organizmalarda bulunan dogal bir aldoheksozdur (11). Galaktozun diyetteki
baslica kaynagi siit ve siit tiriinlerinde bulunan laktozdur. Diyet ile alinan laktoz, laktaz enzimi ile
galaktoz ve glikoza ayrildiktan sonra kullanilir. Baz1 sebze ve meyvelerde serbest halde galaktoz
bulunur. Onemli miktarda galaktoz endojen olarak karmasik karbonhidratlarm (glikoproteinler,
glikolipitler ve proteoglikanlar) hidrolizi ile elde edilir (4,12).

Galaktoz viicudun gesitli dokularinda enerji tiretimi igin kaynak saglamasmin yanisira
bazi GAG’larin, glikoproteinlerin ve glikolipitlerin 6nemli bir yapisal bilesenini olusturur.

Galaktozun yapisal fonksiyonlar1 sunlardir (11,13-16):

e Kondroitin siilfatin yapisma katilarak kemik, kikirdak ve ndron gelisiminde rol
oynar.

e Keratan siilfat yapisina katilarak kornea, kikirdak, kemik, sag, twrnak yapilarma
katilir.

e Dermatan siilfat yapisina katilarak derinin esneklik ve yumusakligina katkida
bulunur.

e Heparin ve heparan siilfat gibi GAG’larin sentezi ile iligkili olup birgok gorev ve
fonksiyonu bulunur.

e Bir glikoprotein olan miisinin yapisina katilarak respiratuvar sistemde enfeksiyonlara

kars1 bir direng¢ olusturur.



e Immunglobulin G’nin Fc kismmin galaktozilasyonu igin gereklidir. Immiin sistemi

giiclendirir.

e Galaktozilseramit ve siilfatit yapisina katilarak sinir dokunun énemli bir bilesenini

olusturur.

e Fertilizasyonda 6nemlidir.

e Gastrointestinal sistem i¢in prebiyotik kaynagidir.

Diyet ile alinan galaktoz, sodyum/glikoz-galaktoz tasiyicist (SGLT1) ad1 verilen 6zgiin
bir protein ile ince bagirsagin firgams1 kenar membranindan sekonder aktif transport ile enterosit
icine alnir. Enterosit igindeki galaktoz glikoz tasiyicisi-2 (GLUT-2) ile kapillere geger.
Karacigere portal ven yoluyla taginir ve GLUT-2 ile tekrar hiicre igine almir (17,18). Diyet ile
alinan toplam galaktozun yaklasik %88’i karacigere, kalan kismi1 dogrudan diger dokulara taginir
(19). Karacigerde Leloir yolunu olusturan ti¢ enzimin sirali etkisiyle metabolize edilir. Bu yol
Luis Federico Leloir tarafindan 1949 ve 1953 yillar1 arasinda tanimlanmustir (Sekil 6). Galaktoz,
yolun ilk enzimi olan GALK ile galaktoz-1-fosfata (Gal-1-P) doniistiiriiliir. Yolun ikinci enzimi
olan GALT, bir yer degistirme reaksiyonu ile UDP-glukoz (UDP-Glu) ve Gal-1-P1, glikoz-1-
fosfat (Glu-1-P) ve UDP-galaktoza (UDP-Gal) ¢evirir. Olusan Glu-1-P enerji eldesinde kullanilir.
GALE, Leloir yolunun igiincii enzimidir (4). Bu enzim UDP-Gal/lUDP-Glu ve UDP-N-
asetilglikozamin/UDP-N-asetilgalaktozamin arasindaki doniisimii katalize eder. Bu sayede

glikozilasyon reaksiyonlarinda zorunlu seker donérlerinin hiicre i¢i havuzlar1 korunur (11,16).
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Sekil 6. Galaktoz metabolizmasi ve Leloir yolu

Leloir yolu enzimleri bir¢ok dokuda ve hiicre tipinde bulunur. Bir Leloir yolu enziminin
eksikliginde galaktoz metabolizmasinda alternatif yollar 6n plana ¢ikar, galaktitol ve galaktonat
gibi metabolitlerin artisina neden olur. Galaktoz polyol yolunda aldoz rediiktaz ile galaktitole
indirgenir fakat galaktitol sorbitol dehidrogenaz tarafindan metabolize edilemez. Galaktitoliin
permeabilitesi diisiik oldugu i¢in hiicre zarin1 gecemez ve hiicrelerde birikir (20). Galaktitoliin
hiicre i¢i yiiksekligi hiperosmotik ve oksidatif etki gosterir (16). GALT ve GALK eksikliginde
gelisen katarakta, galaktitolun hiperosmotik etkisi neden olmaktadir. Ayrica bazi hastalarda
gelisen psddotiimor serebriden de beyin omurilik sivisinda artmis galaktitol konsatrasyonlari
sorumlu tutulmustur (21). Tedavi almayan galaktozemi hastalarmin idrarinda yiiksek
konsantrasyonlarda galaktitol tespit edilir. Galaktoz, galaktoz dehidrogenaz ile galaktonata

yiikseltgenebilir. Galaktonat metabolize edilerek idrar ve solunum yolu ile viicuttan atilir (22).



Galaktonat ve galaktitol olusumuyla karakterize alternatif yollara ek olarak
pirofosforilaz yolundan da soz edilebilir. Bu yol GALK ile olusan Gal-1-P’in glikoz/galaktoz
pirofosforilaz (UGP) enzimi ile UDP-Gal’a doniistiiriilmesini ve sonrasinda GALE ile UDP-
Glu’a epimerize edilmesini kapsar. Endojen galaktoz iiretimine pirofosforilaz yolu katkida
bulunur (4).

2.3. Galaktoz Metabolizmasi Bozukluklar1

Kanda galaktoz artig1 anlamina gelen galaktozemi ilk kez 1908'de VVon Ruess tarafindan
fizik muayenesinde hepatosplenomegali olan bir bebegin idrarinda galaktoz atiliminin tespit
edilmesiyle kesfedilmistir. Von Ruess, bebegin diyetinden siit tiriinlerinin ¢ikarilmasiyla idrarda
galaktoz atiliminin sona erdigini gézlemlemistir. Taninin dogrulanmasi1 o donemde miimkiin
olmamakla birlikte, Von Ruess’un galaktozemili bir hastay1 ilk kez rapor eden kisi oldugu kabul
edilmistir. Galaktozemi ilk olarak 1935 yilinda Mason ve Turner tarafindan ayrintili olarak
tanimlanmustir. Leloir, 1950'li yillarin baslarinda galaktozun glikoza doniisme siirecini agiklamis
ve 1970 yilinda Nobel Kimya 6diiliinii kazanmistir. Her ne kadar hastalik tanimlanmis olsa da bu
hastaliga neden olan kusurlu gen 1956'ya kadar bulunamamustir (23). Bir diger 6nemli gelisme
ise Gutrie ve Paigen’in 1963'te yenidogan tarama yontemleriyle galaktozemiyi tespit etmis
olmalaridir. Galaktozemi, yenidogan tarama yontemleriyle tespit edilebilen fenilketoniiriden
(FKU) sonra ikinci bozukluktur (24).

Galaktozemi, GALK (EC 2.7.1.6), GALT (EC 2.7.7.12) ve GALE (EC 5.1.3.2)
enzimlerinden birinin eksikligi sonucu gelisir. Tani, eritrositlerde azalmis ya da tamamen yok
olmus enzim aktivitesinin gosterilmesi esasina dayanir. GALT, GALK 1 ve GALE genlerinin
analizleri taninin bir pargasi olarak kullanilir (5).

Galaktoz metabolizmasinda rol oynayan {i¢ enzim ve eksiklikleri su sekildedir:

1. GALT eksikligi: GALT aktivitesindeki tam ya da tama yakimn eksiklik “klasik
galaktozemi” olarak bilinir. GALT eksikligi ¢ogu zaman “klasik galaktozemi”,
“galaktozemi”, “kalitsal galaktozemi” olarak da adlandirilir. GALT aktivitesinin
tamamen eksik olmadigi kismen aktivite gosterdigi birgok GALT eksikligi tipi
vardir. Bu ¢esitliligin sebebi GALT geninde simdiye kadar tanimlanmus yiizlerce
mutasyonun varligidir (25). GALT aktivitesinin %0-1 arasinda olmasi “klasik
galaktozemi”, %]1-13 arasinda olmasi “galaktozeminin farkli klinik tipi”, %13-38

arasinda olmasi ise “galaktozeminin farkli biyokimyasal tipi” olarak siniflandirilir
(D).
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2. GALK eksikligi: GALK eksikligi sadece katarakt olusumuna yol agar (4).

3. GALE eksikligi: GALE eksikliginde defekt ¢ogu zaman eritrosit ve lokositlerde
siirlt kalan periferik epimeraz enzimindedir. Bu eksikligin goriildiigii hastalarin
biiyiime gelismeleri normaldir fakat enzim defektinin lokalize kalmayip diger
dokularda da goriildiigli jeneralize formunda hastalik klasik galaktozemiye benzer
sekilde seyreder (4).

2.4. Leloir Yolu Enzimlerinin Molekiiler ve Kimyasal Ozellikleri
Galaktoz metabolizmasinda kullanilan enzimler kromozom {izerinde farkli gen
bolgelerinde, ayni isimli genler tarafindan kodlanir. Genlerde olabilecek c¢esitli mutasyonlar

nedeniyle enzim aktiviteleri azalabilir veya tamamen yok olabilir.

2.4.1. GALT Geni

A e A L A L W L S S M

Sekil 7. GALT geni

GALT geni 9. kromozomun p13.3 lokasyonunda bulunur (Sekil 7). Histidin triad
stiperailesindendir. 11 ekzon igerir ve 379 aminoasit uzunlugunda bir protein kodlar. Giiniimiizde
GALT geninde 200'den fazla anlamsiz, yanlis anlamli ve ¢erceve kaymasi mutasyonlari, kirpilma
bolgesi farkliliklar1 ve delesyonlari igeren birgcok patolojik varyant tespit edilmistir (26). Biiyiik
cogunlugu (%85) siddetli enzim eksikligine yol acar ve klasik galaktozemi ile karakterizedir.
Klasik galaktozeminin %61’ini yanlis anlamli mutasyonlar olusturur (27). En yaygin goriilen

mutant aleller asagidaki gibidir (1,23):
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e (Q188R: 188. aminoasit pozisyonuna glutamin yerine arjinin gelir ve yanls anlaml
bir mutasyona yol acar. Kafkas ve Ispanyol kokenli Amerikalilarda, Avrupa
toplumlarinda en yaygin goriilen klasik galaktozemi alelidir. Bu mutasyonu tastyan
hastalar agir bir klinik seyir gostermektedir.

e K285N: 285. aminoasit pozisyonuna lizin yerine asparajin gelir ve yanlis anlamli bir
mutasyona yol acar. Dogu Avrupalilarda sik¢a rastlanan bir klasik galaktozemi
alelidir. Ciddi hastalik ile iligkilidir.

e S135L: 135. aminoasit pozisyonuna serin yerine 16sin gelir ve yanlis anlamli bir
mutasyona yol agar. Bu mutasyon neredeyse tamamen Afrika kokenli irklarda
goriliir. Hastalarin fenotipik ozellikleri klasik galaktozemi kadar agir degildir.
Ciinkii karaciger ve diger dokularda bir miktar GALT aktivitesi mevcuttur.
Galaktozeminin farkl klinik tipinde S135L homozigotluguna sik rastlanir.

e N314D (Duarte alel, D2, Duarte2): 314. aminoasit pozisyonuna asparajin yerine
aspartat gelir ve yanlis anlamli bir mutasyona yol acar. Duarte aleli iki intronik bolge
degisikligi, dort baz ciftlik promotor bolge delesyonu ve N314D yanlis anlamlh
mutasyonu igerir. Duarte galaktozemi adi verilen 6zel bir GALT eksikligi ile
karakterizedir ve galaktozeminin farkli biyokimyasal tipine neden olur. GALT
aktivitesi azalir fakat tamamen ortadan kalkmaz. Belirti ve semptomlar daha hafif
olma egilimindedir. Bu alelin Avrupa popiilasyonlarinda, Afrika veya Asya

irklarindan daha yaygin oldugu diistiniilmektedir.

GALT geninde klasik galaktozemiye neden olan alel “G” (patolojik alel), Duarte aleli
“D”, GALT mutasyonu gostermeyen alel “N” olarak tanimlanir. Galaktozemiden hig
etkilenmeyen bireyin genotipi “N/N” olarak ifade edilir ve saglikli bir GALT aktivitesi
gosterirler. Klasik galaktozemi hastalar1 iki patolojik GALT aleline sahiptir (G/G). Ebeveynlerin
her birinden patolojik aleller ¢ocuga aktarilir. Klasik galaktozemide Q188R homozigotluguna ve
K285N homozigotluguna ¢ok sik rastlanir. “D/G” galaktozemili bireyler birlesik heterozigottur;
biri Duarte aleli, digeri ise klasik galaktozemi alelidir (D/G). Boyle bir durumda ebeveynlerde
molekiiler degerlendirme yapilmalidir. Anne ve babanmn her biri ¢ocuktaki bir aleli gdsteriyorsa
cocuktaki D aleli ve patolojik alel farkli kromozomlarda trans konfigiirasyonundadir ve ¢ocugun
tanis1 Duarte galaktozemidir (D/G). Anne-babadan birinde hem “D” hem de patolojik alel varsa,
digerinde mutasyon saptanmamigsa; ¢ocuktaki D ve patolojik alel ayni1 kromozom {izerinde cis

konfigiirasyonundadir. Bu durumda ¢ocuk Duarte galaktozemi degil galaktozemi tastyicisidir
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(G/N). Homozigot Duarte tasiyicisi ise “D/D” olarak ifade edilir. “D/N”, “D/D”, “DI/G”
genotipleri sirastyla yaklasik normalin %751, %50’si, %25°1 kadar rezidiiel GALT aktivitesi
gosterir (28).

Rezidiiel GALT aktivitesi ile birlikte GALT geninde meydana gelen farkli mutasyon
tipleri GALT eksikliginin klinik seyrini belirler. GALT genotipi, GALT eksikligi olan hastalarin
fenotipinin belirlemesinde en 6nemli faktordiir (1).

GALT geninin degerlendirilmesi her zaman enzim aktivitesi ile birlikte yapilmalidir. D
alelinin varhg: ile Duarte galaktozemi tanist konulamaz ya da klasik galaktozemi dislanamaz.
Galaktozemi tanisinda biyokimyasal ve molekiiler sonuglarin entegre edilmesi patojenik ve

patojenik olmayan varyantlar arasinda ayrim yaparak tanmin hizini ve dogrulugunu artirir (1,27).

2.4.2. GALK ve GALE Genleri

Galaktokinazi kodlayan GALK1 geni 17. kromozomun g25.1 lokasyonunda bulunur.
Insersiyon, delesyon ve tek baz degisimlerini igeren gesitli GALK patolojik varyantlar1 vardir.
GALK’daki yetersizlik tip 2 galaktozemi olarak da adlandirilir (23).

GALE’yi kodlayan GALE geni 1. kromozomun p36.11 lokasyonunda bulunur. GALE
dimer yapidadir ve her bir subuniti 1 molekiil NAD" baglama bolgesi icerir. GALE’deki

yetersizlik tip 3 galaktozemi olarak da tanimlanir (23).

2.5. GALT Eksikligi
GALT eksikligi, rezidliel enzim aktivitesine gore ii¢ kategoride siniflandirilabilir:
1.Klasik galaktozemi
2.Galaktozeminin farkli klinik tipi

3.Galaktozeminin farkli biyokimyasal tipi

2.5.1. Klasik Galaktozemi (Tipl)

Klasik galaktozemi siddetli seyreden ve en sik goriilen galaktozemi tipidir. Bu
hastalarda eritrositlerde ve karacigerde enzim aktivitesi ya hi¢ yoktur ya da nadiren ¢ok az bir
aktivite bulunabilir. Diinyada goriilme sikligi 1/40000—1/60000 arasinda degisir. Akut donemde
tam konulamaz ve tedavi edilemez ise dliimciildiir (26). Ulkemizde akraba evliliginin yaygin
olmasi sebebiyle bu oran daha yiiksektir (2,23). Klasik galaktozeminin Asya popiilasyonlarinda
bildirilen siklig1 cok daha diisiiktiir (24).
2.5.1.1. Patogenez ve Klinik

Klasik galaktozemili hasta dogumda tamamen asemptomatiktir. Klinik bulgular yagamin

ilk giinlerinde yenidoganin anne siitiiyle veya formiil mama ile beslenmesinden hemen sonra
13



baslar. ince bagirsaklarda laktatin hidrolizi ile olusan galaktoz, karacigerde leloir yoluna girer.
Galaktokinaz, galaktozu Gal-1-P’a gevirir fakat Gal-1-P kusurlu olan GALT tarafindan UDP-Gal
ve Glu-1-P’a metabolize edilemez. Cesitli organlarda ve viicut sivilarinda galaktoz, Gal-1-P,
galaktitol konsantrasyonlar1 artar. Yagsamin erken doneminde ortaya c¢ikan belirti ve bulgular ile
uzun donemde goriilen komplikasyonlar bu metabolitlerin birikimiyle iliskilidir. Gal-1-P
karaciger, beyin, bobrek, kan hiicreleri, over ve sinir sisteminde birikerek toksik etki gosterir.
Galaktitoliin lenste birikimi hiicrelerin sigmesine ve Olimiine yol acarak katarakta neden olur
(29). Klasik galaktozemili hastalar enfeksiyona yatkindir. Yenidogan doéneminde Escherichia
coli’'ye bagli gelisen sepsis Olimciildiir (30). Sepsise yatkinligmm galaktozun notrofil
fonksiyonlarmi bozmasi ve immun sistemin zayiflamasmdan kaynaklandigi diistiniilmektedir
(16).

Klasik galaktozemili hastalarda diyete ragmen overleri, kemikleri ve santral sinir
sistemini etkileyen uzun dénem komplikasyonlar goriilebilir (1,20,31). Bu komplikasyonlardan
UDP-Gal ve UDP-Glu arasindaki oranin bozulmasi sorumlu tutulur. Glikoziltransferazlar igin
seker verici olan bu metabolitlerin saglikli bir oran dahilinde viicutta bulunmamasi glikoprotein
ve glikolipit tiretiminin kusurlu olmasina yol agar. Ayrica endojen galaktoz iiretiminin tedaviye
ragmen devam etmesi de bu komplikasyonlarin gelisiminde etkilidir (15).

Klinik bulgular ¢ogu zaman bebegin anne siitii ile beslenmesinden hemen sonra baglar
(27). Spesifik belirti ve semptomlar farkli siklikla goriilebilir. En sik goriilenler:

e Sarilik (%74),

e Kusma (%47),

e Hepatomegali (%43),

e Biiylime gelisme bozuklugu (%29),

e Beslenme giicligii (%23),

e Letarji (%16),

e Ishal (%12),

e Sepsis (%10)’tir (32).

Fizik muayenede genellikle hepatomegali, letarji ve hipotoniye eslik eden sarilik tespit
edilir. Odem, asit, fontanellerde bombelik, ensefalopati, asir1 morarma veya kanama bulgular1
olabilir (33). Katarakt dogumda bulunabilir ancak genellikle dogumdan iki hafta sonra ortaya
cikar (21,34).
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Yasamin erken doneminde tedavi edilen bebekler, saglikli bebeklerden 1.5-3 yasina
kadar ayirt edilemez (35). Bu donemde dil ve konusma problemlerinde bir gecikme
belirginlesebilir. Erken tani ve tedavinin uygulanmasina ragmen hastalarda beyin ve gonadlari
etkileyen uzun donem komplikasyonlar gelisebilmektedir (36). Klasik galaktozemi hastalarinm
klinik 6zellikleri, belirti ve bulgular1 degiskenlik gosterebilir (1).
Beyin, galaktozemiden etkilenen baslica hedef organlardan biridir. Etkilenme siddeti
ayni genotipli hastalarda bile degiskenlik gosterebilir. Hastalar 6grenme giigliigii ¢eker, konugsma
ve dil problemleri yasar. Ayrica motor hareketleri kisithidir (37,38). Okul basarilar1 diisiiktiir.
Hastalarin sosyal beceri gelisimi zayiftir, birgok hasta bekardir ve ebeveynleri ile birlikte
yasamaktadir (39). Depresyon, obsesif-kompulsif bozukluk gibi psikiyatrik rahatsizliklara bu
hastalarda sik rastlanwr. Titreme, ataksi, distoni, dismetri ve dizartri gibi norolojik
komplikasyonlar gelisebilir (40). Mevcut kilavuzlar hastalarin bilissel yeteneklerinin, yiiriitiicii
islevlerinin, dil gelisimlerinin ve psikiyatrik belirtilerinin periyodik olarak degerlendirilmesini,
gerektigi zaman hastanin 6zel egitime yonlendirilerek sosyal becerilerinin gelistirilmesini
onermektedir (41).
Primer over yetmezligi ile sonu¢lanan over hasar1 ve hipergonadotropik hipogonadizm
klasik galaktozemili kadinlarin neredeyse tamaminda goriiliir (42). Gecikmis pubertal gelisim,
primer amenore, sckonder amenore veya oligomenore, erken menopoz karsilagilan problemlerdir
(43,44). Bununla birlikte primer over yetmezligi olan hastalar infertilite riski altinda olmalarma
ragmen ¢ok diisiik anti-Miillerian hormon seviyelerinde bile spontan gebelikler yasayabilir (45).
Galaktozemili erkeklerde tlreme saghigmin bozuldugu disiiniilmemektedir. Kriptorsidizm
prevalansi genel popiilasyondan daha yiiksektir (46).
Over yetersizligi, smirl fiziksel aktivite ve hastalik ile iliskili diger faktorler bu hastalar1
kemik sagligi agisindan risk altma sokmaktadir. Klasik galaktozemili hastalarda kemik mineral
yogunlugu Z-skoru genel popiilasyona kiyasla daha disiiktiir (47). Eriskin donemde nihai boy
normal olmasina ragmen, ¢ocukluk déneminde biiylime gecikir (48).
2.5.1.2. Laboratuvar Bulgular1
e Total galaktoz: Tedavi edilmeyen klasik galaktozemi hastalarinda plazma total galaktoz
konsantrasyonu genellikle 10 mg/dL’den yiiksektir (sagliklilarda genelde <10 mg/dL).

e Gal-1-P: Klasik galaktozemili hastalarin eritrosit Gal-1-P konsantrasyonlar1 120 mg/dL'ye
kadar yiikselebilir. Terapotik araliga (2-4 mg/dL) 2-3 ayda diistiriilebilir. Diyet tedavisinden
sonra bile saglikli bireylerde oldugu gibi (<1 mg/dL) tespit edilemez (27). Gal-1-P
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konsantrasyonlarmin kismi ve tam GALT eksikliklerinin ayirici tanisinda kullanilmasi dogru
degildir (5). Gal-1-P rutinde hastalarin tedaviye verdigi cevabi gozlemlemek adina takipte
kullanilir (49).

e Eritrosit GALT aktivitesi: Hastalarin tamamina yakininda tespit edilemez.

e Kan ve idrar galaktitol seviyeleri: Hastalarin tamamina yakminda artar (30). Hastalar
arasindaki bazal galaktitol konsantrasyonlar1 yas ve viicut agirligina bagh olarak biiyiik
farkhiliklar ~ gosterir. Uriner galaktitol konsantrasyonlar1 tedaviye verilen cevabin
degerlendirilmesi igin takiplerde kullanilir (5).

e Diger bulgular: Klasik galaktozemide en ¢ok etkilenen organ karacigerdir. Karaciger
tutulumuna bagh direkt ve/veya indirekt hiperbilirubinemi, yiikselmis karaciger fonksiyon
testleri, koagiilopati, yiikselmis plazma aminoasitleri (6zellikle fenilalanin, tirozin ve
metyonin), azalmis serum fibrinojeni dikkati ¢eker (50). Renal tiibiiler hasar nedeniyle
hiperkloremik metaboliz asidoz, galaktoziiri, glikoziiri, aminoasidiiri, albiiminiiri, fosfatiiri ve
fosfatemi goriilebilir (16).

2.5.1.3. Tam

Klasik galaktozemi, sarilik, kusma, hepatomegali, beslenme bozuklugu, letarji, ishal ve
sepsis gibi klinik bulgulari, anormal laboratuvar sonuglar1 ve/veya pozitif yenidogan taramasi
olan bebeklerde mutlaka diisiiniilmesi gerekir. Yenidogan tarama sonuglar1 heniiz
raporlanmamigken cogu zaman hastalik semptomatik hale gelmis olur. Bu sebeple tarama
sonuglar1 beklenilmeden klasik galaktozemiden siliphelenildigi an gerekli tedaviye baslanmalidir
(30).

Bir¢ok olguda, eritrosit GALT aktivitesi ve total galaktoz (Gal-1-P + serbest galaktoz)
Olgtimii ile birlikte yaygin gériilen mutasyonlarin analizi tani i¢in yeterli olmaktadir (51). Tanisal
testler nispeten basit olmakla birlikte, test sonuglar1 preanalitik ve analitik siiregten 6nemli 6l¢tide
etkilenebilir (5).

Eritrositlerde GALT aktivitesinin 6lgiilmesi tani igin altin standarttir. Son 3 ay i¢inde
yapilmig eritrosit transfiizyonu yanhs negatif sonuglara neden olabilir. Boyle durumlarda DNA
analizleri tercih edilmelidir. DNA analizleri yaygin goriilen gen mutasyonlarina yonelik
uygulanir. Negatif bir sonu¢ hastaligi dislamaz ve derin intronik bolgeler dahil tam gen dizilimi
gerekli olabilir (4). Sadece tam gen sekanslama (enzim aktivite tespiti veya diger biyokimyasal
testler olmadan) c¢ok sayida GALT mutasyonunun olmasit ve nadir mutasyonlarin

patojenitelerinin degerlendirilmesindeki zorluk nedeniyle bir teshis saglamayabilir. GALT
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mutasyon analizi bircok laboratuvarda en yaygin varyasyonlar i¢in uygulanmaktadir ve bazi
yenidogan tarama programlarinda taniy1 kolaylastirmak i¢in kullanilmaktadir (31,52).

Invaziv bir yontem olmasina ragmen gerektiginde prenatal tan1 saglanabilir. Prenatal tan1
amniyotik stvi / koryonik villus biyopsisi / koryonik villus biyopsisinden ekstrakte edilen DNA
analizi ile yapilabilir (33). Ailede galaktozemi dykiisii olan veya daha 6nce etkilenmis bir ¢cocuga
sahip ebeveynlere gebelik dncesi danigmanlik verilmelidir (50).
2.5.1.4. Tedavi ve Prognoz

Yenidogan doneminde klasik galaktozemiden siiphelenildigi an anne siitii ve formiil
mamalar diyetten c¢ikarimalidir. Yenidogan doneminde laktozsuz beslenme ile karaciger ve
bobrek fonksiyonlari normale doner, mortalite engellenir. Galaktoz kisitlamasi yenidogan ve siit
cocukluk déneminde kabul gormiis tedavi sekliyken uzun donemde beslenme tedavisi konusunda
net bir fikir birligi yoktur. Prenatal tan1 almis ve tedavisine baslanmis, ¢ok siki sekilde takip
edilmis hastalarda dahi uzun dénem komplikasyonlarin ortaya ¢ikmis olmasi galaktozun uzun
donemde ne derece kisitlanmasi gerektigi konusunda tartismalara yol agmistir. Buna ragmen bazi
merkezler uzun donemde siki galaktoz diyeti tercih ederken, bazi merkezler sadece laktozsuz
diyet uygulamaktadir (3,53).

Cocukluk doneminde mutlak galaktozsuz beslenmek miimkiin degildir. Sit disi
kaynaklar (birgok sebze, meyve ve bakla grubu) olduk¢a az miktarda galaktoz igerir ve diyetle
alimma izin verilir (53,54). Hastalarin serbest galaktoz miktarmin nispeten az oldugu
olgunlasmamis meyve ve sebzeleri tercih etmeleri tavsiye edilmelidir (41). Aileler mutlaka
bilinglendirilmeli, laktoz ve galaktoz i¢eren gidalar1 6grenmeleri gerekmektedir. Diyet tedavisi
planinda deneyimli bir diyetisyen ile konsiiltasyon yapilmalidir.

Katarakt cerrahisi yagsamin ilk yillarinda nadiren gerekebilir. Hastalarda uzun dénemde
meydana gelebilecek konusma defektleri i¢in konusma terapisine baslanmasi oldukca faydalidir.
Primer amenore ve puberte gelisiminde gecikme durumlarinda hormon replasman tedavisi
uygulanir. Kalsiyum, K vitamini, D vitaminini takviyesi kadinlarda osteoporoz riskini azaltir. Bir
yasini dolduranlar ¢ocuklara kalsiyum takviyesi yapilmalidir (53).

Klasik galaktozemi hastalarinin yakin takibi gereklidir. Hastalarin takiplerinde mutlaka

motor, dil ve biligsel islevler yakindan izlenmelidir.

2.5.2. Galaktozeminin Farkli Klinik Tipi
Galaktozeminin farkli klinik tipi S135L homozigotlugu ile drneklendirilebilir. S135L
mutasyonu Giiney Afrikada ve Afrikali Amerikalilarda en yaygm goriilen mutasyondur (55).
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Yenidogan taramalarinda tespit edilen ve yasamin erken doneminde tedavi altina alinan
S135L/S135L genotipine sahip hastalarin ¢ogunda uzun donemde herhangi bir komplikasyon
gozlenmez (56). Buna ragmen klinik farkli tip galaktozemili hastalar yenidogan doneminde risk
altindadir ve diyet kisitlamasi ile tedavi edilirler. S135L homozigotlugu tasiyan hastalarda
eritrositlerde ve lenfoblastlarda GALT aktivitesi tespit edilemezken 16kositlerde tespit edilebilir.
Galaktoz oksidasyonu hakkinda bilgi veren galaktoz nefes testinde !3C-galaktozun CO:’e
oksidasyonu bu hastalarda normaldir. Bu durum Afrikali Amerikalilarin karaciger ve ince
bagirsak dokusunda normalin %8 ile %12’s1 kadar GALT aktivitesine sahip olmalariyla
aciklanabilir (57,58). Tani esnasinda genellikle eritrosit Gal-1-P konsantrasyonu >10 mg/dL
bulunur ancak klasik galaktozemi hastalarmin aksine diyetle Gal-1-P seviyeleri <1 mg/dL'ye
diiser (59).

Eritrositlerde normalin %1-13’ti kadar GALT aktivitesi gosteren S135L disinda
mutasyon tespit edilen hastalar, yenidogan déneminde S135L homozigotlugunda oldugu gibi risk
altindayken bu hastalarda uzun donem komplikasyonlar nadiren goriilebilir (1).

2.5.3. Galaktozeminin Farkli Biyokimyasal Tipi

Galaktozemin farkli biyokimyasal tipi hafif-asemptomatik seyreden Duarte galaktozemi
(D/G) ile iligkilidir. Duarte galaktozemi birgok otor tarafindan gercek bir hastalik olarak kabul
edilmez. Klasik galaktozemiye gore yaklasik 10 kat daha sik goriiliir (1:3500). Diyetle alinan
galaktoz tolere edilebilir ¢iinkii bu grup galaktozemide enzim aktivitesi az da olsa etkinlik
gosterir (26,28).

Yenidogan taramalarinda total galaktoz konsantrasyonlarinda orta derecede ylikselme ve
azalmis eritrosit GALT aktiviteleri Duarte galaktozemi agisindan uyaricidir. Giinlimiizde DNA
analizleri ile tam kesinlestirilir. Plazma total galaktoz konsantrasyonu genellikle 10 mg/dL’den
yiiksektir. Eritrosit Gal-1-P konsantrasyonlar1 yasamin ilk giinlerinde 30 mg/dL’nin istiinde
olabilir fakat diyet tedavisi almasalar bile bir yil i¢inde saglikli insanlarda oldugu gibi 1
mg/dL’nin altma diiser. Cogu zaman eritrosit Gal-1-P ve idrar galaktitol konsantrasyonlar1 klasik
galaktozemide oldugu kadar yiiksek bulunmaz (28,60,61).

Duarte galaktozeminin herhangi bir klinik bulguya neden oldugu diisiiniilmemektedir. 1-
6 yas arasindaki Duarte galaktozemili ¢ocuklarda klinik ve gelisimsel sorun saptanmamustir. Over
yetmezlik gézlenmez (60).

Galaktozemi tedavisi i¢in Uluslararasi klinik kilavuzlar, S135L dahil olmak tizere GALT

geninin her iki alelinde eritrosit aktivitesi %10'un altinda olan patojenik varyantlari tedavi etmeyi
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onerir. Eritrosit GALT aktivitesi normalin %10-15’1 olan bireyler i¢in su anda tedavi edilip
edilmemeleri gerektigine karar verecek yeterli kanit yoktur. Duarte galaktozemide galaktoz
kisitlamas1 yapilmas:t gerekip gerekmedigi net olmamakla birlikte yaygin goriis tedavi
gerektirmedigi yoniindedir (41). Uzun siireli prognoz ve yasamin ilk yilinda galaktoz alimmnin
prognozu etkileyip etkilemeyecegi konusunda daha fazla ¢alismaya ihtiyag duyulmaktadir.
2.6. Galaktozemi Tanisinda Kullanilan Biyokimyasal Y6ntemler

Eritrosit GALT aktivite 6l¢iimii igin tanimlanmis birgok yontem bulunmaktadir (7,8,62—
69). Enzimatik yontemlerin genelinde oldugu gibi GALT aktivite Olg¢timiinde de amag olusan
tiriin miktarmi (UDP-Gal) ya da biriken substrat miktarin1 (UDP-GIu) tespit etmeye yoneliktir.
GALT 1n katalizledigi reaksiyon su sekildedir:

UDP-Glu + Gal-1-P ——— UDP-Gal + Glu-1-P

Substrat birikimine dayali yontemlerde, tam kandan elde edilen hemolizat UDP-Glu ve
Gal-1-P ile inkiibe edilerek GALT’1n katalizledigi enzimatik reaksiyonun gergeklesmesi saglanir.
Kullanilmayan (artakalan, rezidiiel) UDP-Glu, ortamda bulunan NAD+’mn kullanildigi, iridin-5’-
difosfoglikoz dehidrogenazin katalize ettigi reaksiyon ile NADH olusumunu saglar:

Uridin SVdifosfoglukoz dehidrogenaz . .
UDP-Glu + NAD NADH + UDP-Glukonik asit

NADH 340 nm’de 15181 absorblar. Artmus absorbans rezidiiel UDP-Glu ile dogru

orantil, GALT aktivitesi ile ters orantilidir. Her bir reaksiyon igin Gal-1-P’1 yoksayabilmek

amaciyla kor hazirlanir. Bu yontemde ortamda bulunan endojen NAD+ yanlis negatif sonuglara
neden olabilir. Bu durum 6zellikle NADaz aktivitesi heniiz fonsiyonel olmayan yenidoganlar
acisindan hata kaynagi olabilir (5).

Uriin miktarmin tespit edilerek enzim aktivitesinin 6lciildiigii yontemler su sekilde
Ozetlenebilir:

1. Florometrik yontemler

2. Radyoaktif yontemler
3. LC-MS/MS yontemleri

2.6.1. Yontemlerin Tarihgesi ve Ozellikleri
2.6.1.1. Spektrofotometrik ve Florometrik Yontemler

GALT aktivite dl¢timil ilk kez 1964 yilinda Beutler’in metilen mavisinin indirgenmesine
dayanan yontemi tarif etmesiyle yapilmistir. Daha sonra 1965 ve 1966 yillarinda Beutler

tarafindan UDP-Glu’un birikim prensibine dayanan spektrofotometrik ve fosfoglukomutaz
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(PGM), Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve 6-fosfo-glukonat dehidrogenaz (6PGD)
enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlarin sonucunda olusan NADPH’in ultaviyole 1sik altinda
floresansinin gorsel olarak degerlendirilmesi prensibine dayanan yontemler tanimlanmistir. Bu
yontem “Beutler spot test” olarak bilinir (Sekil 8). Hizli teshis olanagi saglar fakat bir¢ok
dezavantaji vardir (8,70). Beutler spot testinin dezavantajlar1 su sekilde 6zetlenebilir:
e Yontem hemoglobin, yiiksek sicaklik ve nemden etkilenir. Bu faktorler yanlis
pozitiflik oranin1 artirir.
e G6PD eksikligi olan hastalarda reaksiyon ger¢eklesmez ve bu durum yanhs
pozitiflik oranin artirir.

e Kalitatif bir yontemdir.

GALT
Gal-1-P + UDP-Glu — Glu-1-P + UDP-Gal
PGM
Glu-1-P — Glu-6-P
G6PD
Glu-6-P + NADP — 6PGA + NADPH (floresans)

6PGD
6PGA + NADP —— Riboz-5-P + NADP (floresans)

Sekil 8. Beutler spot testi

Bundan sonraki siire¢ Beutler spot testinin farkli sekillerde modifiye edilmesiyle devam
etmistir. 1969 ve 1974’de florometrik dedektorlerin kullanilmasiyla semikantitatif florometrik
yontemler gelistirilmistir (63,64). 1989 yilinda yiiksek hassasiyetli florometrik mikroplak
okuyucu kullanilarak floresan okuma ile KKD 6rneginde total galaktoz ve GALT aktivite 6lgiimii
yapilmistir  (66,71). Giiniimiizde modifiye florometrik yontemler yenidogan galaktozemi
taramalarinda ve klasik galaktozemi tanisinda diger yardimci testler ile birlikte kullanilmaktadir
fakat GALT aktivitesinin normalin %5’inden az oldugu durumlarda analitik olarak yetersiz
kalmaktadir (8). Bu yontemle yapilan yenidogan taramalarinda yanlis pozitiflik ve yanls
negatiflige olduk¢a sik rastlanir (34). Yanlis pozitiflik ve negatiflifin sebebi analitik

performansin diisiikk olmasidir.

2.6.1.2. Radyoaktif Yontemler
Radyoaktif yontemler 1964 yilindan itibaren GALT aktivitesinin belirlenmesinde altin

standart olarak Kkullanilmistir. Radyoaktif isaretli [**C]-Gal-1-P kullanilarak ortamda bulunan
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GALT aktivitesi ile [**C]-UDP-Gal olusumu saglanir. Ol¢iim &ncesi, substrat ve iiriin ayrisimi
kagit kromotografisi/iyon degis tokus kromotografisi/ince tabaka kromotografisi yontemlerinin
biriyle yapilir. Daha sonra sintilasyon dedektorleri kullanilarak {irtin miktar1 tayin edilir.

Enzimatik reaksiyon su sekildedir:
GALT
UDP-Glu + [**C]-Gal-1-P — [**C]-UDP-Gal + Glu-1-P

Radyoaktif yontemler zahmetli, tehlikeli, zaman alic1 oldugu gibi radyoaktif maddenin
saflik sorunu sebebiyle diisiik enzim aktivitelerinin 6lgiimiinde yeterli analitik performans
gostermemektedir (7). Normalin %5’inden diisik GALT aktivitesini 6l¢ebilen tarihte sadece bir
radyoaktif yontem tanimlanmistir. Bu yontemde hemolizat i¢inde radyoaktif isaretli UDP-Gal
olusumuna neden olan kiiciik molekiillerin yok edilmesi i¢in gece boyu siiren diyaliz islemi
uygulanir. Radyoaktif isaretli [**C]-Gal-1-P ¢ogu zaman bir miktar [**C]-Glu-1-P ile kontamine
olur. Olusan iiriin olan [*C]-UDP-Gal, kontaminasyon kaynakli olusan [**C]-UDP-Glu’dan
ayrilamaz. Dolayisiyla aslinda hi¢ GALT aktivitesi olmayan bir ornekte bir miktar enzim
aktivitesi tespit edilebilir. Ayrica gece boyu devam eden diyaliz sonrasinda GALT aktivitesi
azalabilir. Bu yontem diisiik aktivitelerin tespiti i¢in tasarlandigi i¢in normalin %10 undan biiyiik
GALT aktivitelerini saptayamaz (65).
2.6.1.3. LC-MS/MS yontemi

2010’lu yillarda GALT aktivite 6lglimii i¢in LC-MS/MS’in kullanildigi yontemler
tamimlanmig ve popiiler hale gelmistir (72—75). Bu yontem radyoaktif yonteme benzer bir
yaklasima sahiptir. LC-MS/MS ile yapilan aktivite 6lgiimlerinde tam kan orneklerinden elde
edilen hemolizatlar kullanilir. Hemolizatlardaki hemoglobin (Hb) miktar1 6lgiiliir. Substratlar ve
internal standart (iS) ortama eklenir, kromotografik ayristirmadan sonra olusan analit sinyali

tandem kiitle spektrometrisinde (MSMS) belirlenir. Reaksiyon denklemi su sekildedir:

UDP-Glu + [2*Cq]-Gal-1-P “25 [23C¢]-UDP-Gal + Glu-1-P

LC-MS/MS yonteminin avantajlari sunlardir:

e Enzim aktivitesi hizli bir sekilde kantitatif olarak tespit edilir. Normalin %5’inin
altindaki GALT aktivitelerinin 6l¢iimiine olanak saglar.

e G6PD enzim eksikliginden etkilenmez.

o Florometrik yontemlere gore daha az reaktif kullanilir ve kalite kontrol siiregleri
daha kolay yonetilir.

e Radyoaktif yontemlere gore daha kullanish ve giivenlidir.
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2.7. Kuru Kan Damlas1 (KKD) Ornegi

Tam kanin kagida damlatilip kurutulmasiyla elde edilen KKD o6rneginin Kimya
analizlerinde alternatif bir yontem olarak kullanilmasi fikri ilk kez 1913 yilinda Ivar Bang
tarafindan One siiriilmiistiir. 1963’te Gutrie, tam kan damlasini absorbe edebilen bir filtre kagidi
gelistirmis ve bakteriyel inhibisyon testi yontemi ile FKU taramasi1 yapmustir. Bu filtre kagidi
“kurutulmus kan damlas1 kart1 (DBS kart1)” ya da “Gutrie kart1” olarak ifade edilir. Gutrie’nin
KKD o6rnegi ile yaptigi bu alternatif Ornek toplama yaklasimi gesitli metabolik kalitsal
hastaliklarin  yenidogan doneminde taranmasmna olanak saglamis, yenidogan tarama
programlarmin temelini olusturmustur (76). Yenidogan tarama programlarinda konjenital kalp
hastaligi ve isitme taramasi diginda kalan taramalarm tamami KKD 6rnegi ile yapilir. Tam kan
ornegini KKD 6rnegi seklinde toplamak klasik yontemlere gore 6nemli avantajlar saglar:

e Daha az invazivdir.

e Tasinmasi ve depolanmasi kolaydir.

e Diisiik maliyetlidir.

e ok az miktarda kan hacmi ile bir ok parametrenin analizine olanak saglar.

KKD 6rnegi ile yapilan analizlerde, analiz 6ncesi donem olduk¢a 6nemlidir ve asagidaki

basamaklardan olusur (77-79):

1. Hastadan kan toplama: KKD 6rnegi, parmak ucunun ya da topuk bolgesinin lanset
yardimiyla delinerek biiyiik bir damla tam kanm filtre kagidina damlatilmasiyla elde
edilir. Kapiller kan tercih edilir. Venoz 6rnek alimina gore oldukga basit bir islemdir.

2. Kanm filtre kagidina uygulanmasi: iki farkli tip filtre kagid: vardir; farkl kalitelerde
pamuk filtre kagitlar1 ve cam mikrofiber filtre kagitlari. Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) rehberi pamuk filtre kagitlarinin kullanimini 6nerir.
“Whatman 903” ve “Ahlstrom 226” en sik kullanilan pamuk filtre kagitlaridir.
Mikrofiber cam filtre kagitlarinin kan absorblama kapasitesi diisiik oldugu i¢in tercih
edilmez. Kartlarin iizerinde kan damlasinin damlatilacagi hedef bolgeler daire
seklinde belirtilmistir ve 50-75 pL arasi 6rnek alir. Kan damlas1 bu halkanin tam
merkezine damlatilmali ve radial sekilde dagilmasi i¢in zaman taninmalidir. Kan
ornegi halkalarmin &n ve arka tarafi tamamen dolmus olmalidir. Olgiilecek olan
analit, halkanin periferinde merkeze gére daha az bulunur. Ciinkii KKD &rneklerinin
fiziksel Ozelligi hasta hematokrit degerinden etkilenir. Hematokriti yiiksek olan

ornek, ayni1 miktarda damlatilan disiik hematokritli 6rnege gore kart {lizerinde daha
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dar bir alana yayilir. Bu yilizden hastanin hematokrit degerinin tespit edilmesi dogru
bir 6l¢lim i¢in gereklidir.

3. Kuruma: Tasima ve depolama islemleri 6ncesinde KKD &rneklerinin emici 6zelligi
olmayan bir yiizeyde tamamen kurumasina miisaade edilmelidir. Kuruma isleminin
stiresi oda sicakligl ve nem gibi ortam sartlarinin durumu ve filtre kagidinin tiirii ile
iligkilidir. 90 dk ile ideal olarak 4 saat arast Ornekler kurutulmalidir. Siireci
hizlandirmak i¢in sa¢ kurutucu veya giines 15181 kullanilmamalidir. Kurutulan KKD
ornekleri su gecirmez kurutucu ve nem gostergesi olan bir plastik cantaya aktarilir.
Kurutucu ajanin 6zelligi kuruma siirecini tamamlamaktir. Bu islem ayrica KKD
ornegi ile iliskili enfeksiyon riskini en aza indirir.

4. Tasima ve depolama: KKD orneklerinin boyutlar1 ve sekli, tasima ve depolama
islemlerini kolaylastirir. Tasima esnasinda ornekler birbiri ile temas etmemeli, olasi
kontaminasyon engellenmelidir. Ornekler uzun doénem stabil bir sekilde
depolanabilmesine ragmen 1s1k, sicaklik ve nem gibi bir¢ok durumdan etkilenebilir.
Oda sicakliginda depolanabilme siireleri; proteinler i¢in 1 hafta, niikleik asitler i¢in 1
yildir. Eger uzun siireli bir depolama yapilacak ise KKD 6rnekleri -20°C ya da -
80°C’de muhafaza edilmelidir.

KKD 6rnegi analiz edilecegi zaman bir kismi standart bir ¢ap 6lgiisiinde (2-8 mm arast,
genelde 3 mm) otomatize ya da manuel delge¢ yardimiyla kesilir (punch’). Filtre kagidinda
merkezden perifere dogru gidildik¢e kan yogunlugu azaldig: i¢in, delgecle kesilen KKD bolgesi
yontem biasi i¢in Oonemlidir. Calisma esnasinda merkez ya da perifere yakin bir bdlgeden
panglama yapilabilir. Bu islemde 6nemli olan tutarli olmaktir.

KKD 6rneginin kendisi birgok analitik yontem ile uyumhu degildir. Oncelikle, uygun
ekstrakte edici bir tampon kullanilarak ilgilenilen analitin filtre kagidindan serbestlestirilmesi ve
¢Ozlinebilir hale getirilmesi gerekir. Salin/fosfat tamponlari, selatorler, metanol, asetonitril (ACN)
ve etanol eliisyon ajani olarak kullanilabilir. Verimsiz bir eliisyon analit kaybimna yol acar. Ayrica
bu islem sirasinda su kullanimi, filtre kagidindaki seliiloz ile analit arasindaki hidroksil

gruplarmin zayiflamasina neden olarak eliisyona katkida bulunur.

" “Punch” kelimesi ingilizcede Gutrie kartinda kurumus olan biiyiik kan damlas1 halkasinin bir delge¢ yardimiyla
halka seklinde (genelde 3 mm gapinda) kesilmesi islemini ya da elde edilen minik kuru kan damlasi 6rneklerini ifade
etmek igin kullanilir.
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KKD ekstrakti hemolizli tam kan 6rnegi (hemolizat) gibi diistiniilebilir. Kan hiicrelerinin
biitiinliigli bozuldugu i¢in hiicre sayimmi igeren hematolojik testler KKD o6rnegi ile

degerlendirilemez. Hemoglobine ve hiicre i¢i komponentlere bagl interferanslar olabilir (77—79).

2.8. KKD Orneginin Kullamldig1 Yenidogan Taramalari

Yenidogan tarama programlari tiim diinyada gelismis ve gelismekte olan tilkelerde halk
saglig1 programlari i¢erisinde ¢ok dnemli yeri olan koruyucu saglik hizmetleridir. Amag, hastaligi
erken donemde semptomatik hale gelmeden tespit etmek, gerekli tedaviyi saglamak ve hastaliga
bagl mortalite, morbiditenin oniine gegmektir. Yenidogan taramalar1 (YDT) ile yenidoganlarin
yasamin ilk giinlerinde tedavi edilebilir genetik, endokrinolojik, kardiyolojik, immiinolojik,
metabolik hastaliklar ve isitme kayb1 agisindan test edilmeleri saglanir. Isitme testi ve
kardiyolojik testler hasta basinda yapilan taramalar iken diger testler yenidogan doneminde KKD
ornegi kullanilarak kolorimetrik, florometrik, immunassay ve MSMS gibi farkli biyokimyasal
yontemler ile taranir. Anormal bir tarama sonucunda hizli bir sekilde tani koydurucu testler
uygulanmali, tan1 kesinlesinceye kadarki siirecte bebegin degerlendirilmesi yapilmali ve tedaviye
baglanmalidir (80,81).

Yenidogan tarama programlarinin ilk hedefi dogumsal metabolik hastaliklar olmustur.
Gutrie’nin 1963 yilinda filtre kagidim tasarlaylp FKU izlem ve tamisinda bakteriyel inhibisyon
yontemini gelistirmesiyle ilk kez FKU tarama programi Massachusetts’te baslamistir (82,83).
Bakteriyel inhibisyon yontemi galaktozemi, akcaaga¢ surubu hastaligi ve homosistiniiri
taramasinda kullanilsa da FKU taramasida oldugu kadar genis capli kullanilmamustir. 1970’li
yillarda hizli immunassaylerin gelisimiyle konjenital hipotiroidi (KH), YDT paneline eklenmistir.
Diger hastaliklar daha sonra panele dahil olmustur. Hangi hastaliklarin YDT panelinde yer almasi
gerektigi konusu her zaman tartisma konusu olmasma ragmen FKU, KH ve Kistik fibrozis (KF)
taramasiin mutlaka yapilmasi gerektigi konusunda genel bir fikirbirligi vardir. Bu konu
hakkinda Wilson ve Jungner 1986 yilinda 10 maddeden olusan bir metin yayinlamistir (Tablo 1).
Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Birligi (ACMG) ise 2006’da taranacak hastaligin/durumun
ozellikleri ile ilgili 3 madde yayimlamustir (81) (Tablo 2).
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Tablo 1. Wilson ve Jungner kriterleri

1 Taranacak durum 6nemli bir saglik sorunu olmalidir.

2  Taranacak durumun kabul edilmis, iyi bilinen bir tedavisi olmalidir.

3 Taranacak durumun tani ve tedavi olanaklart mevcut olmalidir.

4 Taranacak durumun tani1 konulabilen latent veya erken semptomatik asamasi olmalidir.
5 Tarama testi ¢alisma i¢in uygun bir test olmalidir.

6 Tarama testi toplum tarafindan kabul edilebilir bir test olmalidir.

7 Taramasi yapilacak durumun dogal gelisim siireci ¢ok i1yi anlagilmis olmalidir.

8 Kimlerin hasta olarak tedavi edilecegi konusunda mutabik kalinan bir politika olmalidir.
9 Maliyet hesab1 yapilmalidir.

10  Sirdirilebilir olmalidir.

Tablo 2. ACMG onerileri

1 Taramasi yapilacak durum, dogumdan 2448 saat sonra tanimlanabilmeli ve klinik

olarak tespit edilememelidir.
2 Uygun hassasiyet ve 6zgiinliikte teshise olanak saglayan bir test ile tespit edilebilmelidir.

3 Durumun erken teshisi, zamaninda miidahalesi ve etkili tedavisi ile elde edilecek kazang

tanimlanmalidur.

1990’lardan sonra tek ornekten birgok hastaligin tanisinda kullanilabilen, hizli, ucuz
MSMS teknolojilerinin kullanilmasiyla yenidogan taramalarinda devrim yasanmis, taranan
hastaliklarin sayis1 hizli bir sekilde artis gostermistir (81).

Yenidogan taramalari kesin tani koydurucu testler olarak Kkullanilamaz. Taniy1
kesinlestirmek igin mutlaka dogrulama testlerine ihtiya¢ vardir. Pozitif bir tarama sonucunun
ardindan yapilan dogrulama testi ile hastaligm kesin tanis1 saglanirsa tarama testinin dogru
pozitifliginden séz edilir. Tam tersi durumda, pozitif bir tarama sonucunun ardindan yapilan
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dogrulama testi ile hastalik ihtimali kesin olarak diglanirsa tarama testinin yalanci pozitifliginden
s0z edilir. Yalanci pozitiflik ebeveynlerin endisesini artiran bir durumdur. Ayrica ileri tani testleri
gerektirdigi i¢in ek mali yiik olusturur. Baz1 durumlarda pozitif prediktif degeri goreceli olarak
diisiik olan YDT testlerini iyilestirmek admna ikinci agama test uygulanir. KF taramasi pozitif
sonuglandiginda uygulanan DNA analizi, ikinci asama teste 6rnek olarak verilebilir. Yalanci
negatiflik ise gercekten hasta olan bir yenidoganin tarama testleri ile tespit edilememesi
durumudur. Yalanci negatiflik hi¢ istenmeyen bir durumdur. Diger klinik testlerin aksine
yenidogan taramalar1 referans aralik belirtilerek raporlanmaz. Burada 6nemli olan esik degerdir
(cut-off). Esik degerin altinda ya da iistiinde kalan degerler anormal/pozitif (taranan analite gore)
olarak degerlendirilir. Laboratuvarlar her analit i¢in esik degerlerini belirlemelidir (84).

YDT programlar1 birgok gelismis {ilkede basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Taramalar
merkez laboratuvarlarda yapilir. Gutrie kartlar1 birgok yerde posta yoluyla merkeze iletilir.
Prematiirite, dogum agirligi, neonatal beslenme, parenteral beslenme, transfiizyonlar, beslenme
sekli gibi durumlar tarama sonuglarini etkileyebilir. Yenidogan ile ilgili bu bilgiler mutlaka
Gutrie kart1 iizerine yazilmalidir. Iyi iletisim, basarili bir tarama programinmn en &nemli
pargasidir. Bir tarama testi pozitif sonuglandigi zaman merkez laboratuvarlar durumu birinci
basamak saglik kurumlarma iletir. Daha sonra sonuglar aileye bildirilir ve bebek gerekli uzmana
yonlendirilir. Ebeveynlere yenidogan taramasimin dogasi, cocuklarindaki sonuglar ve olas1 klinik
cikarimlar konusunda uygun ve aydmlatic1 sekilde bilgi verilmelidir. Ebeveynlere tarama
sonuglarinin kesin tan1 olmadiginin vurgulanmasi gerekir (81).

Amerika Birlesik Devletleri Saglk ve Insan Hizmetleri Sekreterligi (HHS) 34 cekirdek
bozuklugu/hastaligi i¢ine alan bir tarama paneli (Recommended Uniform Screening Panel,
RUSP) onermistir. 34 bozuklugun 32’si KKD 6rnekleri ile analiz edilir (diger ikisi isitme ve
konjenital kalp hastaligi i¢indir). HHS ayrica RUSP sonucuna gore iligkili hastaligin ayirici
tanismin daha iyi yapilabilmesi adina gerektigi durumda uygulanabilen ikincil bir tarama paneli
daha 6nermistir (85) (Tablo 3).

Tablo 3. HHS nin 6nerdigi yenidogan tarama paneli

RUSP cekirdek paneli Kisaltma Metot Hastahk tiiri
Propiyonik asidemi PROP MS/MS Organik asidemi

Metilmalonik asidemi

(mutaz eksikligi) MUT MS/MS Organik asidemi
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Metilmalonik asidemi (Chl1 AB)

Izovalerik asidemi
3-Metilkrotonil-koa karboksilaz
eksikligi

3-hidroksi 3-metil glutarik asidiiri
Holokarboksilaz sentaz eksikligi
B-ketotiolaz eksikligi

Glutamik asidemi tip 1

Karnitin alim defekti

Orta zincirli agil-koa dehidrogenaz
eksikligi

Cok uzun zincirli agil-koa
dehidrogenaz eksikligi

Uzun zincirli agil-koa dehidrogenaz
eksikligi

Trifonksiyonel protein eksikligi
Arjininosiiksinikasidiiri
Sitriliinemi tip 1

Akgaagac surubu hastaligi
Homosistiniiri

Fenilketoniiri

Tirozinemi tip 1

Primer konjenital hipotiroidi
Konjenital adrenal hiperplazi

Orak hiicreli anemi
S-B talasemi

Orak hiicre-C hastalig
Biyotinidaz eksikligi
Kistik fibrozis

Klasik galaktozemi

Siddetli kombine immun yetmezlik

Mukopolisakkaridoz tip 1

Glikojen depo hastaligi tip 2 (pompe)

Adrenolokodistrofi
Spinal muskuler atrofi

RUSP ikincil panel
Metilmalonik asidemi ve
homosistinemi (Cbl C,D)
Malonil-coa dekarboksilaz eksikligi
Izobiitiril-coa dehidrogenaz eksikligi
2-Metilbiitiril-coa dehidrogenaz
eksikligi

2-Metil-3-hidroksibitiirik asidiiri
3-Metilglutakonik asidemi

Cbl AB
IVA

3-MCC

HMG
MCD
BetaKT
GAl

Cub

MCAD

VLCAD
LCHAD

TFP

ASA
CIT
MSUD
HCY
PKU
TYRI
CH
CAH

Hb Sss
Hb S/betaTh
Hb S/C
BIOT
CF
GALT

SCID
MPS |
GSD Il

X-ALD
SMA

ChlC,D

MAL
IBG

2MBG

2M3HBA
3MGA

MS/MS
MS/MS

MS/MS

MS/MS
MS/MS
MS/MS
MS/MS

MS/MS
MS/MS

MS/MS
MS/MS

MS/MS

MS/MS
MS/MS
MS/MS
MS/MS
MS/MS
MS/MS
Immunassay
immiinassay

Kapiller elektroforez

Kapiller elektroforez

Kapiller elektroforez
Kolorimetrik
immunassay
Kolorimetrik

ddPCR
MS/MS

MS/MS

MS/MS
ddPCR

MS/MS

MS/MS
MS/MS

MS/MS

MS/MS
MS/MS

Organik asidemi
Organik asidemi

Organik asidemi

Organik asidemi
Organik asidemi
Organik asidemi

Organik asidemi
Yag asidi oksidasyon
bozuklugu
Yag asidi oksidasyon
bozuklugu
Yag asidi oksidasyon
bozuklugu
Yag asidi oksidasyon
bozuklugu
Yag asidi oksidasyon
bozuklugu
Aminoasit bozukluklari

Aminoasit bozukluklari
Aminoasit bozukluklari
Aminoasit bozukluklari
Aminoasit bozukluklar

Aminoasit bozukluklari

Konjenital hipotiroidi
Konjenital adrenal
hiperplazi
Hemoglobinopatiler
Hemoglobinopatiler
Hemoglobinopatiler
Biyotinidaz eksikligi
Kistik fibrozis
Galaktozemi
Siddetli kombine immiin
yetmezlik

Lizozomal depo hastalig1
Lizozomal depo hastaligi
Adrenolokodistrofi
Spinal muskuler atrofi

Organik asidemi

Organik asidemi
Organik asidemi

Organik asidemi

Organik asidemi
Organik asidemi
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Kisa zincirli agil-coa dehidrogenaz
eksikligi

Orta/Kisa-zincirli 3-hidroksiagil-coa
dehidrogenaz eksikligi

Glutarik asidemi tip 2 (Multipl agil-coa
dehidrogenaz eksikligi )

Orta zincirli 3-ketoagil-coa tiyolaz
eksikligi

2,4-Dienoil-coa rediiktaz eksikligi
Karnitin palmitoiltransferaz tip 1 eks.

Karnitin palmitoiltransferaz tip 2 eks.

Karnitin-agilkarnitin translokaz
eksikligi

Arjininemi

Sitriliinemi tip 2
Hipermetioninemi

Benign hiperfenilalaninemi
Kofaktdr biyosentez veya
rejenerasyonda biopterin defekti
Tirozinemi tip 2

Tirozinemi tip 3

Diger hemoglobinopati varyantlar
GALE eksikligi

GALK eksikligi

T hiicre iliskili lenfosit eksiklikleri
Peroksisomal agil-coa oksidaz
eksiklikleri

D-bifonksiyonel protein eksikligi

Peroksizomal biyogenezis bozukluklart
(Zellweger spektrum bozukluklart)

SCAD

M/SCHAD
GA2

MCAT
DE RED
CPT IA

CPT Il

CACT

ARG
CITH
MET
H-PHE
BIOPT
(BS/REG)
TYRII
TYR I
Var Hb
GALE
GALK

SCID

Acyl-
CoAOx
BFP

PBD

MS/MS

MS/MS
MS/MS

MS/MS
MS/MS
MS/MS

MS/MS

MS/MS

MS/MS
MS/MS
MS/MS
MS/MS

MS/MS

MS/MS
MS/MS
Kapiller elektroforez
Kolorimetrik
Kolorimetrik

ddPCR

MS/MS
MS/MS
MS/MS

Tarama yapilacak olan bolgeye gore opsiyonel taramalar

Metilmalonik asidemi ve
homosistiniiri, cbl D tipi
Homosistiniiri-megaloblastik anemi,
cbl E tipi
Homosistiniiri-megaloblastik anemi,
cbl G tipi

Homosistiniiri-MTHFR eksikligine
bagl

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)
eksikligi

Fabry hastalig1

Gaucher hastalig1

Niemann-Pick hastalig1 tip A ve tip B
Krabbe hastalig1

Guanidinoasetat metiltransferaz
(GAMT) eksikligi

Cbl D-varl

Chl E

Chl G
MTHFR

G6PD

Fabry
Gaucher
NPA/B
Krabbe

GAMT

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

Florometrik

MS/MS
MS/MS
MS/MS
MS/MS

MS/MS

Yag asidi oksidasyon
bozuklugu
Yag asidi oksidasyon
bozuklugu
Yag asidi oksidasyon
bozuklugu
Yag asidi oksidasyon
bozuklugu
Yag asidi oksidasyon
bozuklugu
Yag asidi oksidasyon
bozuklugu
Yag asidi oksidasyon
bozuklugu
Yag asidi oksidasyon
bozuklugu
Aminoasit bozukluklari
Aminoasit bozukluklari
Aminoasit bozukluklari
Aminoasit bozukluklari

Aminoasit bozukluklar1

Aminoasit bozukluklar1
Aminoasit bozukluklari
Hemoglobinopatiler
Galaktozemi
Galaktozemi

Siddetli kombine immiin
yetmezlik

Adrenolokodistrofi
Adrenolokodistrofi
Adrenolokodistrofi

Organik asidemi
Organik asidemi

Organik asidemi
Organik asidemi

G6PD eksikligi

Lizozomal depo hastaligi
Lizozomal depo hastalig1
Lizozomal depo hastalig1
Lizozomal depo hastalig1

Kreatin metabolizma
bozuklugu



Tiirkiye’de Saglik Bakanligi 1986 yilinda YDT programini baslatmis ve daha sonra bu
tarama programi genisletilmistir. 1994 yilinda program “Ulusal Fenilketoniiri Tarama
Programi”na doniistiiriilmiis ve tiim iilkeyi kapsamistir. KH’nin 25 Aralik 2006 tarihinde FKU
tarama programina eklenmesiyle programin ismi “Ulusal Yenidogan Tarama Programi” olarak
degistirilmistir. Programa, Ekim 2008 itibariyla biyotinidaz eksikligi, 1 Ocak 2015 tarihi
itibariyla da KF eklenmistir. Bu taramalarin tamami yenidogan déneminde topuktan alinan KKD
ornegi ile yapilmaktadir (6,86).

2.8.1. KKD Orneginin Kiitle Spektrometrisinde Kullanimi

KKD teknigi, klasik vendz 6rnek toplama teknigine bir alternatif olarak goriinse de rutin
kullanim1 kisithdir. Az miktarda kurutulmus tam kan analiz islemlerinde kullanildig: i¢in hassas
ve spesifik sistemler gerektirir. Kiitle spektrometrisi (MS), DBS 6rnegi kullanilarak yapilan
yenidogan taramalarinda en yaygin kullanilan yontemdir. 1990'larda elektrosprey iyonizasyon
(ESI) kullammmu ile birlikte yenidogan tarama laboratuvarlarinda kullanimi yaygmlasmaya
baslamistir. Kisa slirede sonu¢ veren, kromotografik ayristirmaya veya saflastirmaya gerek
kalmadan kompleks oOrneklerin analizini saglayan, bir damla kanda c¢ok sayida hastaligin
taranabilmesine olanak saglayan, yalanci pozitiflik ve yalanci negatiflik oranlarinin diisiik oldugu
giivenilir ve diisiik maliyetli bir yontemdir. Giiniimiizde aminoasitler ve agilkarnitinler KKD
orneginde MSMS yontemi ile taranarak primer aminoasidemiler, iire dongii bozukluklari, organik
asidemiler ve yag asidi oksidasyon bozukluklarmi igeren bir¢ok kalitsal metabolik hastalik tespit
edilebilmekte fakat hastadan alinan kan ve idrar 6rneklerinde ilgili metabolitlerin kantitasyonu ve

hastaligin klinik olarak degerlendirmesi ile taninin dogrulanmasi gerekmektedir (87,88).

2.8.2. Diinyada Galaktozemi Taramasi

Galaktozemi i¢in YDT programlarinda eritrosit GALT aktivitesinin ve/veya total
galaktoz konsantrasyonlarmin belirlenmesi hedeflenir (89). Tarama spesifikligini artirmak igin
yaygin gorlilen patolojik alelleri hedefleyen DNA testleri ikinci basamak olarak kullanilabilir.
Tarama programlarinin uygulanis sekli farkliliklar gosterebilmektedir (5).

Bircok gelismis {iilkede galaktozemi taramasi YDT programlar1 iginde yer alir.
Galaktozemi i¢in yenidogan taramasi bir¢ok Avrupa iilkesinde (Avusturya, Almanya, Macaristan,
Irlanda, Isveg, Isvigre, Hollanda) tarama programlar1 kapsanunda yer alirken Italya ve Belgika
pilot programlar sunmaktadir (9,32). irlanda’da 1972'den beri klasik galaktozemi i¢in yenidogan
taramasi yapilmaktadir ve yiiksek bir klasik galaktosemi insidanst (1:16.476) vardir. Fransa ve

Portekiz’de galaktozemi igin tarama programu yoktur. Norveg, Danimarka ve Iskogya gibi baz1
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tilkeler ise galaktozemi i¢in yapilan taramalar1 durdurmustur. Amerika Birlesik Devleti'nde su
anda tiim eyaletlerde galaktozemi taramasi yapilmakta iken Kanada'da sadece iki eyalette tarama
yapilmaktadir (90,91).

Yenidogan taramasi bebegin semptom ve bulgulari ortaya ¢ikmadan dnce yasamin ilk
giinlerinde yapilirsa tani i¢in bir firsat sunar. Erken teshis, erken uygulanan diyet ve destek
tedavisi fulminan karaciger yetmezligi ve E.coli sepsis riskini azaltir. Yenidogan taramalarinin
uygulanmastyla birlikte galaktozemili ¢ocuklarda mortalite 10 kattan daha fazla azalmaktadir.
Ayrica galaktozemiye bagli yogun bakim yatislar1 azalmakta ve hastane harcamalar1 diismektedir
(21).

Eritrosit GALT aktivitesi birgok YDT programinda florometrik yontem ile
(semikantitatif modifiye Beutler spot test ) taranir. Bazi programlarda GALT aktivitesine ek
olarak total galaktoz taramasi da yapilmaktadir. Pozitif raporlanan tarama testi daha sonra
tekrarlanir. Eger florometrik yontem ile 6l¢iim pozitifse ya da negatif bir sonuca ragmen klinik
olarak giiclii bir hastalik sliphesi varsa eritrosit GALT aktivite 6l¢iimii ve DNA analizleri i¢in
yeni bir kan 6rnegi alinarak yenidogan tarama laboratuvarlar1 disinda herhangi bir laboratuvara
gonderilir. Klasik galaktozemili yenidoganlar tarama programlari sayesinde %100 tani alirlar
(5,8,68).

Tanida idrarda indirgen madde taramasi yapilabilir fakat bu gilivenli bir tarama yontemi
degildir ve giinlimiizde yenidogan taramalarinda kullanilmaz. Hastanin beslenmesi bozuksa ve
intravendz destek aliyorsa idrarda galaktoz atilimma rastlanmaz. Ustelik anne siitii ile beslenen
yenidoganda, beslendikten bir kag¢ saat sonra bile idrarinda galaktoz bulunmayabilir. Ayrica bazi
karaciger hastaliklarinda da idrarda galaktoz atilimi goriilebilir. Diger indirgen sekerlerin de
idrarda bulunabilecegi olasilig1 hesaba katildiginda, pozitif saptanan indirgen madde tarama testi
sonrasinda mutlaka monosakkarit ince tabaka kromotografisi yapilmalidir (5).

Ulkemizde galaktozemi taramasi yapilmamaktadir (6). Klinik ve laboratuvar bulgular:
ile hastaliktan siiphelenildigi takdirde florometrik yontem ile GALT aktivitesi ve total galaktoz
Olctimleri ile tan1 konulmaktadir.

2.9. LC-MS/MS

LC-MS (ya da HPLC-MS), sivi kromatografisinin karisimlar: fiziksel olarak ayirabilme
yetenegi ile kiitle spektrometrisinin kiitle analiz edebilme yetenegini birlestiren analitik bir kimya
teknigidir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), kompleks bilesenleri birbirinden
ayirirken; MS manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden iyonlar1 kiitle/yiik (m/z)
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oranlarmna gore tespit eder. MS iistiin 6zelliklere sahip olmasindan kaynakli tek basina bir yontem
veya cihaz olarak anilsa da aslinda HPLC ile birlikte kullanilan bir dedektdrdiir. Siirekli bir sivi
akis1 igeren HPLC teknigi ile vakum sistemine bagli MS’in bir araya getirilmesi kolay
olmamustir. ESI arayiiziiniin gelistirilmesiyle birbirinden tamamen farkhi iki cihazin birlikte
kullanilmast miimkiin olmustur. Bu sayede LC-MS’in klinik laboratuvarlarda kullanimi artig
gostermistir. MSMS’in HPLC ile birlestirilmesiyle elde edilen LC-MS/MS sistemleri dedektor
olarak MSMS’in kullanildig1 bir HPLC teknigi olarak tanimlanabilir (87) (Sekil 9).

Mobil Fazlar Vakum Vakum

N W
[ ‘—E—ESI (o} . Q3 I :C):

Kolon Bilgisayar

HPLC MS MS

Sekil 9. LC-MS/MS sistemi

LC-MS/MS giiniimiizde biyolojik kaynakli kompleks 6rneklerde biyokimyasal, organik
ve inorganik birgok farkli bilesikleri yiiksek hassasiyet ve Ozgiilliik ile analiz etmek igin
kullanilir. Klinik biyokimyada ve mikrobiyolojide immunsupresif ilaglar, biyojenik aminler,
plazma aminoasitleri, 25 OH-D vitamini, antiretroviral ilaglar, psikotrop maddeler, metilmalonik
asit, tiroid hormonlari, steroidler LC-MS/MS ile analiz edilebilir (87).

2.9.1. Siv1 Kromatografisi

Swv1 kromatografisi (LC), sivi halde bulunan karigimlarin bir sabit ve mobil faz
kullanilarak aralarindaki tutunma dengesine gore ayristirilmasi prensibine dayananir. Pratikte bes
farkli kategoride smiflandirilir: Adsorpsiyon kromatografisi, partisyon kromatografisi, iyon
degis-tokus kromatografisi, boyuta bagl kromatografi, afinite kromatografisi. Bunlar arasinda en
sik kullanilani bir partisyon kromatografi tiirii olan ters faz kromatografi teknigidir. Ters faz
kromatografide hidrofobik bir sabit faz (kolon) ve polar bir mobil faz kullanilir. Mobil faz, su ve
metanol, izopropanol, ACN gibi polar ¢dzgenlerden olusan bir karigimdir. Karigimlari sabit faz

boyunca tasir. HPLC’de ilgili analiti iceren 6rnek mobil faz akimina enjekte edilerek mobil faz
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ile birlikte yliksek basing altinda sabit faz1 iceren kolona gonderilir. Analitleri igeren mobil faz,

sabit fazin iizerinde hareket eder. Karisim igindeki bilesenler mobil faz ve sabit faz arasinda

kimyasal 6zelliklerine gore ayrisarak kolondan farkli zamanlarda ayrilirlar (eliie olurlar). Kolon,

LC sisteminin en 6nemli kismidir ve igindeki sivinin yiiksek basincina dayanikli olacak sekilde

tasarlanir. LC kolonlar1 100-300 mm uzunligunda, dis ¢ap1 6.4 mm, i¢ ¢ap1 30-50 mm olan ve 3-

5 um boyutlarinda partikiil iceren silindirik yapilardir. Ayrica ayristirma yetenegini iyilestirmek

ve verimliligi artirmak i¢in HPLC yerine ultra performans sivi kromatografisi (UPLC) sistemleri
kullanilabilir. UPLC de bir ¢esit HPLC’dir ve daha kiigiik ¢apli silika partikiilleri kullanildig igin

daha yiiksek basingta ¢alisabilme 6zelligine sahiptir (87) (Sekil 10).

Rezervuar 1

A Pompasi

Dtomatik Ornekleme|

Unitesi

Rezervuar 2

B pompasi

Kanstinc

Kolon

|[ﬂ

Dedektor

Sekil 10. UPLC sistemi

2.9.2. MS

MS’in temel bilesenleri: Iyon kaynagi, kiitle analizorii, dedektdr, veri sistemi ve vakum

sistemidir. Bir analitin MS’de m/z oranma gore tespit edilebilmesi igin Oncelikle mutlaka bir

iyonlastirma teknigi ile gaz halinde yiiklii iyonlar haline getirilmelidir. Bir ¢ok iyonizasyon

teknigi vardir (87) (Tablo 4).
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Tablo 4. iyonizasyon teknikleri

[

Elektron iyonizasyon

2 Kimyasal iyonizasyon

3 Hizli atom bombardimani

4  Sivi ikincil iyon kiitle spektrometresi

5 Atmosferik basing iyonizasyon

6 Matriks destekli lazer desorpsiyonu/iyonizasyonu

Sivi kromatogrofisi kiitle spektrometrisi igin ESI, atmosferik basm¢ kimyasal
iyonizasyonu gibi atmosferik basing iyonizasyon teknikleri giiniimiizde yaygin olarak kullanilir.
Bunlar yiiksek basingli HPLC ortamindan, yiiksek vakum altinda c¢alisan MS’e gecisi
kolaylastiran iyon kaynaklaridir. ESI teknigi atmosferik basingta ¢alisan yumusak bir iyonizasyon
teknigidir (Sekil 11). Kolondan ¢ikan sivi (eliat) 1 ile 5 Kv arasi voltajin uygulandigi metal
kapillerin arasindan gegirilir. S1v1 ve kapiller arasinda gerceklesen parsiyel sarj sivida degisime
yol agarak kapillerin u¢ kisminda bulunan taylor konisinden yiiklii damlaciklarin atilmasi ile
sonuglanir. Damlaciklar kapilerden ¢ikarken yiiklidiir. Solvent buharlasirken yiiklii analit
molekiillerini birakir ve damlalar kaybolur. ESi’nin bir¢ok tipinde kolondan gelen siviya paralel
nebiilize edici bir gaz bulunur ve yikli damlaciklarin karsi elektroda yonlendirilmesine ve
evaporasyon siirecine yardimci olur. Daha sonra yiiklii hale gelmis partikiiller MS'in yiiksek
vakum odasma aktarilir. ESI ile pozitif ve negatif yiiklii iyonlar tespit edilebilir ve negatif/pozitif
calisgma modlar1 arasinda ge¢is yapmak miimkiindiir. Polar ve ugucu olmayan bilesikler i¢in ideal

bir iyonizasyon yontemidir.

Curtain gaz1

. EkV
Nebiilizer +
az = —
e _“:n:’ B o Kiitle dedektorii
1 _.I
/ - ) 8 50 o

~ _
~ @ 0% — ..

Eliiat
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Sekil 11. Elektrosprey iyonizasyon

MS’de bir¢ok farkli kiitle analizérii ve bunlarm kombinasyonlart kullanilabilir. Sivi
kromatogrofisi ile birlikte kuadropol, u¢us zamani, iyon tuzaklama ve hibrit kuadropol-ugus
zamani analizorleri yaygin olarak kullanilir. Kuadropol, birbirine paralel olan yerlestirilmis dort
silindirik, iletken, ortasinda bir bosluk bulunduran metal ¢ubuklardan olusur (Sekil 12). Kargilikli
cubuklar birbirine elektriksel olarak baglidir ve metal ¢ubuk ciftlerine dogru akim ve radyo
frekans uygulanir. Bdylece elektriksel alan yaratilir. Iyonlar metal cubuklar1 arasinda seyahat
ederler ancak sadece belli bir m/z degerine sahip yiiklii partikiiller yoriingelerinden ¢ikmadan
dedektore ulasabilir. Diger yiiklii partikiiller ise yoriingelerinden ¢ikar ve metal ¢ubuklara
carparak kaybolur. Voltajlar degistirilerek iyonlarin m/z degerlerine gore taranmasma veya

segilmesine olanak saglar (87).

Sekil 12. Kuadropol

MSMS ise iki kiitle analizoriiniin tek bir cihazda kombine edilmesidir. Iki kiitle
analizorii igerir: MS1 ve MS2. Iki kiitle analizorii arasinda bir garpisma odacig: vardir. Kompleks
yapilar i¢indeki polar maddeler ESI ile iyonize edilir ve MS 1°de bu iyonlar kiitle ve yiiklerine
gore analiz edilerek sadece istenen iyon ya da iyonlar segilir. Bu segilen iyon, prekiirsor (ana,
onciil) iyon olarak ifade edilir. Prekiirsér iyonun ¢arpisma odaciginda pargalanmasiyla iiriin

iyonlar (fragman, yavru) olusur. Parcalanma argon ya da azot gazi ile saglanir. MS 2’°de ise {iriin
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iyonlar kiitle ve yiiklerine gore analiz edilerek dedektore sunulur. Bilgisayar ortaminda, MS 2’de

ayrilarak dedektorde sinyal olusturan iirlin iyonlar baslangicta MS 1 tarafindan secilmis olan

prekiirsor iyonlar ile iliskilendirilir. Prekiirsér iyon ve firiin iyon kantite edilecek analite

spesifiktir. Hesaplamalar IS kullanilarak yapilir (87,88).

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Caliymada kullanilan malzemeler

a-D-[UL-13Cg]-galaktopiranozil-1-fosfat (dipotasyum tuzu), katalog no: GAL-039, Omicron
(Sekil 13)

UDP-a-D-[UL-Cg]-UDP-Gal (disodyum tuzu), katalog no:NTS-005, Omicron (Sekil 14)
UDP-a-N-asetil-D-glikozamin  (disodium tuzu), 670107-50 mg, CAS 91183-98-1,
Calbiochem (Sekil 15)

UDP-a-D-glukoz (disodium tuzu), 670120-250 mg, CAS 117756-22-6, Calbiochem

0.5 mol/L glisin tamponu (pH: 8.7)

13.3 mmol/L NaH2PO4tamponu (pH: 7)

Serum fizyolojik (%0.9 NaCl, SF)

DL-Ditiyoeritrol (DTT), 1 gr, %99, molekiil agirligi:154.25, Sigma Aldrich

Amonyum format, 17843-50 gr, fluka for HPLC

MS grade su, Carlo Erba

MS grade ACN, Carlo Erba

MS grade formik asit, Lichrosolv

MS grade metanol, Lichrosolv

NaCl, Applichem

Distile su
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Sekil 13. o -D-[UL-13C6]-galaktopiranozil 1-fosfat (dipotasyum tuzu)

#=15C

HO

-H

Sekil 14. UDP-a-D-[UL-13C6]-UDP-Gal (disodyum tuzu)

HOH-C
@]
OH ﬁ ﬁ
HO O—IID—O—IID—O
ONa ONa
NHCOCH;

OH OH

Sekil 15. UDP-a-N-asetil-D-glikozamin (disodyum tuzu)




Calhsymada Kullanilan cihazlar ve ekipmanlar

Florometre, Varioskan Flash Thermo Scientific, Model: MIB-5250030

LC-MS/MS, Waters Acquity UPLC-Xevo TQD

Kolon, Atlantis T3 (1.8 pm ¢ap, 2.1 x 50 mm)

Neonatal GALT kit, NG 11-00, PerkinElmer

Hemoglobin standart, hemoglobin reaktif seti 1*500 mL, hemoglobin kontrolleri, Pointe
Scientific

Santrifiij cihazi, sogutmali Niive/NF400R

Santriflij cihazi, Universal 16R

Hassas tart1, Scaltec SBC31

-20, +4 °C buzdolabi, Argelik

-86 °C derin dondurucu, DF 590 Niive

Delgeg, manuel 3 mm

Su banyosu, Memmert 767

Gutrie karti, Whatman no 903

Vacuette® Tube 2 mL K:EDTA 13x75 mor kapakli tiip, referans no:454027
Vacuette® Tube 4 mL LH Lityum Heparin 13x75 yesil kapakl tiip, referans no:454029
Eppendorf tiipii, 2 mL

Otomatik pipet, Eppendorf research plus 0.5-10 uL, 10-100 uL, 100-1000 uL

Pipet ucu, Eppendorf

Vorteks, IKA MSI Minishaker

Falkon tiipii, isolab

Cahsmada kullanilan yazihmlar

Analiz sonuglar1t Waters Masslynx 4.0 software yazilimi kullanilarak degerlendirildi.
Elde edilen verilerin istatistiksel analizi Microsoft Office Excel 2016 ve Medcalc 15.8

programlar1 kullanilarak yapildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Calismada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi ve On Hazirliklar

2 mmol/L UDP-Glu ¢bzeltisi: 12.20 mg UDP-Glu tartilir, 10 mL MS grade su iginde

¢ozlilmesiyle hazirlanir. Porsiyonlanarak -20 °C'de saklanir.
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e 8 mmol/L [**Ce]-Gal-1-P ¢bzeltisi: 4.27 mg [**Ce]-Gal-1-P tartilir, 10 mL MS grade su iginde
¢ozlilmesiyle hazirlanir. Porsiyonlanarak -20 °C'de saklanir.

e [C6]-UDP-Gal stok ¢ozeltisi: 2 mg [**Ce]-UDP-Gal tartir, 2 mL MS grade su iginde
¢oziilmesiyle 1.62 mM’lik stok ¢ozeltisi elde edilir. Porsiyonlanarak -20 °C'de saklanir.

e UDP-N-asetilglikozamin (IS): 6.5 mg IS tartilir, 2 mL MS grade su i¢inde ¢dziilmesiyle 5
mM’lik UDP-N-asetilglikozamin stok ¢ozeltisi elde edilir. Stok ¢6zelti ms grade su ile
seyreltilerek 1 mM’lik iS’lar elde edilir. Porsiyonlanarak -20°C'de saklanur.

e [ 3Ce]-UDP-Gal Standartlari: [ *Cs]-UDP-Gal stok ¢ozeltisi MS grade su ile seyreltilerek
0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.125, 6.35, 12.5, 25, 50, 100, 200 uM [*3Cs]-UDP-Gal standartlari
hazirlanir. Porsiyonlanarak -20 °C'de saklanir.

e Substrath miks: Esit hacimlerde 0.5 mol/L glisin tamponu, 2 mmol/L UDP-Glu, 8 mmol/L
[13Cs]-Gal-1-P ¢ozeltilerinin bir eppendorf tiipii icinde karistirilmasiyla galisma zamaninda
taze olarak hazirlanir.

e Substratsiz miks: 1 hacim 0.5 mol/L glisin tamponu ile 2 hacim MS grade suyun bir
eppendorf tiipii icinde karistirilmasiyla ¢calisma zamaninda taze olarak hazirlanir.

e ACN/Su c¢ozeltisi: Esit hacimde ACN ve ms grade suyun bir falkon tiipii iginde
karistirilmasiyla ¢alisma zamaninda taze olarak hazirlanir.

e 0.1 mol/lL DTT: 617 mg DTT tartiir, 8 mL MS grade su i¢inde ¢6ziilmesiyle hazirlanir.
Porsiyonlanarak -20 °C'de saklanir.

e Eritrosit lizis tamponu: 26 hacim 13.3 mmol/L NaH2POa (pH 7.0) ile 1 hacim 0.1 mol/L DTT

¢Ozeltisinin karigtirilmasiyla calisma zamaninda taze olarak hazirlanir.

3.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Bu c¢alisma Ege Universitesi Tip Fakiiltesi (EUTF) Cocuk Saghgi ve Hastaliklar:
Anabilimdali ve Tibbi Biyokimya Anabilimdali tarafindan ortak yiiriitiildii. Orneklerin tamami
iki asamada toplandu.

[Ik asamada kan alma tiiplerinin eritrosit GALT aktivite 6l¢iimiine etkisinin arastirilmasi
amactyla herhangi bir saglik sorunu olmayan 10 yetiskin saglikli bireyden goniilliiliik esasina
gore birer adet EDTA’l1 ve heparinli tam kan 6rnegi ayn1 giin i¢inde toplandi. Toplanan tam kan
ornekleri ivedi bir sekilde buz tizerinde laboratuvara iletildi. Bu bireylere ait 6rneklerin hepsi
I’den 10’a kadar numaralandirildi. Her bir tiipten 60 pL’lik tam kan 6rneginin Gutrie kartina
damlatilip, karanlik ve sicak olmayan kosullarda cam bir ylizeyde 4 saat kurutulmaya birakild.

EDTA’llT ve heparinli tam kan orneklerinin her birinden eritrosit peletleri elde edildi ve
38



eppendorflara porsiyonlanarak KKD ornekleri ile birlikte -80 °C’de ¢alisma giiniine kadar
saklandi. Sonug olarak ilk asamada 1’den 10’a kadar numaralandirilmis bireylere ait EDTA’1
tiipten elde edilmis eritrosit peleti ve KKD 6rnegi, heparinli tiipten elde edilmis eritrosit peleti ve
KKD o6rnegi toplandi. Calisma giinii eritrosit peletleri ve KKD 6rnekleri derin dondurucudan
cikarildi. Eritrosit peletlerinden hemolizat 6rnekleri elde edildi. KKD ve hemolizat &rnekleri
normal ¢aligma prosediirleri ile analiz edildi. GALT aktiviteleri bu Orneklerde Hb
konsantrasyonlar1 hesaba katilmadan sadece reaksiyon sonucu olusturduklar: analit ([**Cs]-UDP-
Gal) miktarlar1 g6z 6niinde bulundurularak kiyaslandi. En yiiksek analit miktarinin elde edildigi
antikoagiilan tipi, ¢alismaya en uygun antikoagiilan tipi (EDTA) olarak kabul edildi. Bu 6rnekler
ayrica yontem validasyon ¢alismalarinda kullanildi.

Ikinci asamada ise se¢ilen antikoagiilana uygun tam kan &rnekleri ve bu tam kanlardan
damlatilarak elde edilmis KKD ornekleri saglikli goniillillerden ve klasik galaktozemi
hastalarindan toplandi. Bu 6rnekler referans aralik belirleme ¢alismalarinda ve LC-MS/MS ile
florometrik yontem performanslarmin degerlendirilmesi ¢alismalarinda kullanildi. Bu 6rneklerin
toplanmasina ait detayl1 bilgiler referans aralik ¢alismasinda bahsedilmistir.

3.2.3. Analiz Yontemleri

Calismada tibbi biyokimya laboratuvarinda bulunan LC-MS/MS cihazi ve metabolizma
laboratuvarinda bulunan florometre cihazi kullanildi. Yontem validasyon ¢alismalar1 LC-MS/MS
cihazinda yapildi. Yontem performanslarimin degerlendirilmesi ¢alismalarinda hasta ve saglikl
gruba ait 6rnekler her iki yontem ile analiz edilerek sonuglar yorumlanda.
3.2.3.1. LC-MS/MS Y 6ntemi

LC-MS/MS yontemiyle GALT aktivitesinin belirlenmesinde iki farkli 6rnek tipi ve
yontem kullanildi: Hemolizat yontemi, KKD yontemi.

GALT aktivitesinin umol/grHb/saat olarak belirlenebilmesi igin hemolizat ve tam kan
orneklerinin Hb miktar1 Pointe Scientific Kiti kullanilarak c¢alisma Oncesinde kantitatif olarak
Olciildii. Bu testin prensibi potasyum siyanit ve potasyum ferri siyanit ile hemoglobinin
siyanmethemoglobine doniismesine ve olusan rengin 540 nm’de spektrofotometrede absorbasinin
Ol¢iilmesi esasina dayanir. Hb’nin tam kanda 6l¢iimii KKD yontemi i¢in, hemolizatta 6l¢iimii ise
hemolizat yontemi i¢in gereklidir.

Hemolizat yontemi ¢ahsma prosediirii: Oncelikle tam kan 6rnekleri SF ile yikanarak eritrosit

peletleri elde edilir . Daha sonra kimyasal olarak eritrositler pargalanir ve hemolizat Grnegi
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GALT aktivitesinin belirlenmesinde kullanilir. Bu islemler sirasiyla asagida belirtilen basamaklar

ile gergeklestirilir(75):

1.
2.
3.

Tam kan 6rnegi 1278 g’de 5 °C’de 3 dakika santrifiijlenir ve tistte kalan plazma kismu atilir.
Atilan plazma hacmi SF ile tamamlanir ve alt-iist edilir, 500 g’de 10 dk santrifiij edilir.

Ustte kalan supernatant faz atilir, atilan supernatant hacmi kadar SF ile tamamlanir, alt-iist
edilir. Tekrar santrifiij edilir.

Bir dnceki basamak tekrarlanir.

Ornek santrifiij edildikten sonra berrak hale gelen supernatant faz atilir ve eritrosit peleti elde
edilir. Eritrosit peletleri eger daha sonra kullanilacaksa porsiyonlanarak -80 °C’de saklanir.
Calisilmasi planlanan eritrosit peletleri -80 °C’den ¢ikarilir. 7 hacim eritrosit lizis tamponu, 1
hacim eritrosit peleti ile karistirilir. Karigim 10 saniye nazikce vortekslenir ve hemolizat elde

edilir.

Tiim ¢aligmalar buz iizerinde yapilir.

1.

Esit hacimlerde 0.5 mol/L glisin tamponu, 2 mmol/L UDP-Glu, 8 mmol/L [**C¢]-Gal-1-P
cozeltileri bir eppendorf tiipii ig¢inde karistirilir (substratli miks). 10 saniye nazikge
vortekslenerek karisimin eppendorf tiipii dibinde toplanmasi saglanir.

Eritrosit peleti derin dondurucudan ¢ikarilir ve hemolizat elde edilir. Hemolizat Hb’i 6lgiiliir.
32 uL substrath miks ve 8 puL hemolizat yeni bir eppendorf tiipiinde karistirilir. Bu orijinal
eppendorf tiiptidiir. Kor tiip i¢in ayni islem yinelenir.

Orijinal ve kor eppendorf tiiplerine 5 pL 1 mM IS ilave edilir. 1 dk +4 °C 16000 g’de
eppendorf tiipleri santrifiij edilerek tiip kenarlarinda bulunan damlaciklarin dipte toplanmasi
saglanir.

Orijinal eppendorf tiipti santrifiijden ¢ikar ¢ikmaz 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilir. Bu
sayede enzimatik reaksiyon gergeklesir ve iiriin ([*3Cs]-UDP-Gal) olusur. 30 dk’nmn sonunda
hizlica kaynar suya alinarak 5 dk kaynatilir ve enzimin denatiirasyonu saglanarak reaksiyon
durdurulur.

Kor eppendorf tiipii ise santrifiijden ¢ikar ¢ikmaz hizlica kaynar suya alinarak 5 dk kaynatilir
ve enzimin denatiirasyonu saglanir. Daha sonra 37 *C’de 30 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon ve kaynatma islemlerinden sonra orijinal ve kor eppendorf tiiplerine 75 pL
ACN/su ¢ozeltisi eklenir ve tiipler 16000 g’de 10 dk santrifiij edilir.

Supernatantlar 50 pL’den az olmayacak sekilde LC-MS/MS plaklarina aktarilir.
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9.

10.

[13Cs]-UDP-Gal ve IS piklerinin belirlenen alikonma zamanmda elde edilen pik alanlar:
oranlanarak kalibrasyon egrisine gore [*3Cg]-UDP-Gal konsantrasyonu pM olarak hesaplanir.
Enzim aktivitesi pmol/grHb/saat olarak hesaplanir. Formiil: Olgiilen [*3Cg]-UDP-Gal
konsantrasyonu*0.34 (Hemolizat Hb konsantrasyonu ortalama olarak 3.3 g/dL olarak alinirsa)

KKD yontemi cahsma prosediirii (Sekil 16): Tiim ¢alismalar buz iizerinde yapilir.

1.

10.

Esit hacimlerde 0.5 mol/L glisin tamponu, 2 mmol/L UDP-Glu, 8 mmol/L [**Ce]-Gal-1-P
cozeltileri bir eppendorf tiipii iginde karistirilir (substratli miks). 10 saniye nazikge
vortekslenerek karigimin eppendorf tiipii dibinde toplanmasi saglanir.

KKD o6rnegi derin dondurucudan ¢ikarilir. Delge¢ kullanilarak 3 mm’lik 2 adet pang elde
edilir.

32 uL substrathh miks ve 1 adet 3 mm’lik pang yeni bir eppendorf tiipiinde karistirilir. Bu
orijinal eppendorf tiipiidiir. Kor tiip i¢in ayn1 islem yinelenir.

Orijinal ve kor eppendorf tiiplerine 5 uL. 1 mM IS ilave edilir. 1 dk +4 °C 16000 g’de
eppendorf tiipleri santrifiij edilerek tiip kenarlarinda bulunan damlaciklarin dipte toplanmasi
saglanir.

Orijinal eppendorf tiipii santrifiijden ¢ikar ¢ikmaz 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilir. Bu
sayede enzimatik reaksiyon gerceklesir ve iiriin ([**Cs]-UDP-Gal)olusur. 30 dk’nin sonunda
hizlica kaynar suya alinarak 5 dk kaynatilir ve enzimin denatiirasyonu saglanarak reaksiyon
durdurulur.

Kor eppendorf tiipii ise santrifiijden ¢ikar ¢ikmaz hizlica kaynar suya alinarak 5 dk kaynatilir
ve enzimin denatiirasyonu saglanir. Daha sonra 37 *C’de 30 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon ve kaynatma islemlerinden sonra orijinal ve kor eppendorf tiiplerine 80 L
ACN/su ¢ozeltisi eklenir ve tiipler 16000 g’de 10 dk santrifiij edilir.

Supernatantlar 50 pL’den az olmayacak sekilde LC-MS/MS plaklarina aktarilir.
[13C]-UDP-Gal ve IS piklerinin belirlenen alikonma zamaninda elde edilen pik alanlar:
oranlanarak kalibrasyon egrisine gore [*3Cg]-UDP-Gal konsantrasyonu pM olarak hesaplanir.
Enzim aktivitesi pmol/grHb/saat olarak hesaplanir. Formiil: 2.58*Olgiilen [*3Cg]-UDP-Gal

konsantrasyonu/tam kanda 6lgiilen Hb konsantrasyonu (g/dL)
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(>

- 0.5mol/L Glisin tamponu 32uL 5uL ImM
2mmol/L UDP-Glu subtrathk 4. NAG
8mmol/L [C, ]Gal-1-P karigim (IS)

!

1 dk santrifiijiin ardindan 37 °C’ de 30 dakika inkiibasyon

!

5 dk kaynar suda kaynatma

75uL ACN/su karisimi ekleme (1:1)

Sekil 16. KKD ydntemi ¢alisma prosediirii

3.2.3.1.1. MSMS Parametreleri

Xevo TQD cihazinda ototune algoritmasi kullanilarak [**Cs]-UDP-Gal ve iS’m m/z

oranlarina gore ana ve {riin iyonlari, ¢arpisma enerjileri belirlendi. En yiiksek intensiteye sahip

ana iyonlar ve iiriin iyonlar sirasiyla [**Ce]-UDP-Gal i¢in 571/323, UDP-N-asetilglikozamin (IS)

icin 606/385 olarak belirlendi (Tablo 5 ve 6).

Tablo 5. MSMS parametreleri

Sistem Xevo TQD
Iyonizasyon modu ESI -
Kapiller voltaji 3.12 kV
Kaynak sicakligi 150 °C
Cone gaz akis hizi 40 L/dk
Desolvasyon gaz akis hizi 650 L/dk
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Tablo 6. ["*Cs]-UDP-Gal ve UDP-N-asetilglikozamine iliskin MSMS parametreleri

Collision enerji

Analitler Anaiyon (m/z)  Uriin iyon (m/z) Cone (V) )

[**C¢]-UDP-Gal 571 323 41 25
UDP-N-asetil-

glikozamin 606 385 40 25

3.2.3.1.2. UPLC Parametreleri
En iyi ayrim ve en yliksek intensiteye sahip pikler icin denemeler yapildi ve UPLC i¢in
optimum sartlar belirlendi (Tablo 7).

Tablo 7. UPLC parametreleri

Sistem Acquity UPLC | Class

Kolon Atlantis T3 (2.1 x 50 mm, 1.8 um ¢ap) ters faz
Mobil faz A 5 mmol/L amonyum format iceren ACN

Mobil faz B 5 mmol/L amonyum format iceren MS grade su
Akis hizi 0.4 mL/dk

Enjeksiyon hacmi 5ul

Akis programi Izokratik (%50 A- %50 B)

Akis sliresi 3 dakika

Alinkonma zamani 0.24 £0.01 dk

3.2.3.2. Florometrik Yontem

Cocuk metabolizma laboratuvarinda PerkinElmer neonatal GALT kiti kullanilarak KKD
orneklerinde GALT aktiviteleri semikantitatif olarak 6lgiildii. Testin prensibi Beutler ve
Baluda’nin enzimatik yontemine dayanir. GALT aktivitesi, bir dizi enzimatik reaksiyon
sonucunda olusan NADPH floresansmin 355 nm — 460 nm dalga boylarinda (eksitasyon ve
emisyon dalga boylar1) olglilmesiyle U/gHb olarak belirlenir. Kitin kullandigi enzimatik

reaksiyonlar sirasiyla su sekildedir:

GALT
Gal-1-P + UDP-Glu — Glu-1-P + UDP-Gal

PGM
Glu-1-P — Glu-6-P
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G6PD
Glu-6-P + NADP — 6PGA + NADPH (floresans)

6PGD
6PGA + NADP —— Riboz5P + NADPH (floresans)

Kit icerigi:

GALT Kkalibratorleri: Gutrie kartina emdirilmis 1.8, 5, 8, 11, 14, 18 U/gHb GALT aktivitesi
iceren KKD kalibratdrleri her ¢alismada kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilir.

GALT Kkontrolleri: Gutrie kartina emdirilmis 12.7 U/gHb (normal kontrol) ve 2.1 U/gHb
(patolojik kontrol) GALT aktivitesi iceren KKD kontrolleri bulunur. Kalibrator ve kontroller
hasta 6rnekleri gibi galisilir.

GALT substrat reaktifi: NADP, UDP-Glu, Gal-1-P ve DTT igerir. Liyofilize haldedir.

GALT rekonstriksiyon tamponu: Tampon ¢ozeltileri ve koruyucu maddeler igerir.

Siyah mikroplak (uncoated, 96 wells)

Florometrik yontem calisma prosediirii:

1.

W

4
5.
6
7

Calisma giinii taze olarak GALT substrat reaktifi 11 mL GALT rekonstriksiyon tamponu ile
¢oziiliir ve rekonstriksiyon reaktifi elde edilir.

3 mm’lik kalibrator, kontrol ve hasta panglar1 mikroplate i¢cindeki kuyucuklara aktarilir.

Her kuyucuga 100 pL rekonstriksiyon reaktifi eklenir. Mikroplate sagindan ve solunda
Kibarca el ile vurulurak karistirilir.

Mikroplak 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonras1 her kuyucuga 200 uL etanol eklenir ve 1 saat oda sicakliginda bekletilir.
Florometre cihazinda olusan NADPH 1n floresansi dl¢iiliir.

Sonuglar kalibrasyon egrisi ile hesaplanir.

3.2.4. EDTA ve Heparinli Ornek Toplama Tiiplerinin GALT Aktivite Ol¢iimiine Etkisi

Ornek toplama siirecinin ilk asamasinda toplanan saglikli goniilliilere ait drnekler analiz

edilerek 6rnek toplama tiiplerinde kullanilan antikoagiilan tipinin GALT o6lgiimiine etkisi

belirlendi. Bu amagla: 1-10 numarali EDTA’l1 tam kan 6rnekleri ve 1-10 numarali heparinli tam

kan oOrnekleri; 1-10 numarali EDTA’Il tam kanlardan elde edilmis KKD ornekleri ve 1-10

numarali heparinli tam kanlardan elde edilmis KKD &rnekleri analiz edildi.

Hem KKD yontemi hem de hemolizat yontemi i¢in en yiiksek analit piklerinin elde

edildigi antikoagiilan belirlenerek yontem validasyon ¢alismalar1 belirlenen antikoagiilan tipini

iceren Ornek tiiplerinden elde edilen KKD ve hemolizat 6rnekleri ile gerceklestirildi.
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3.2.5. LC-MS/MS Metot Validasyon Calismalari

Yontem validasyon ¢alismalarinda Food and Drug Administration, European Medicines
Agency ve CLSI’'nin yontem validasyon Kilavuzlarindan yararlanildi (92-94). Yontem
validasyon calismalarinda EDTA igeren tam kan Ornekleri ve bunlardan elde edilmis KKD
ornekleri kullanildi. KKD yontemi ve hemolizat yontemi i¢in validasyon c¢aligmalari

gerceklestirildi.

3.2.5.1. Kalibrasyon Egrilerinin Cizilmesi

Tibbi karar smirlarina ve yontemde kullanilan 6rnek tipine (matriksine) uygun olarak
hazirlanmis 6 seviyeden olusan kalibratorler 2 kez analiz edildi. 0.4, 0.5, 0.6, 0.8, 1.6, 3.125,
6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 uM [*3C¢]-UDP-Gal standartlar1 ve 1 pM IS, kalibratérlerin

hazirlanmasinda ve kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesinde kullanildi.

KKD matriksi kullanilarak kalibrasyon egrisinin cizilmesi: Her seviye kalibrator asagida

verilen prosediir ile 2 kez hazirlanir ve analiz edilir.

1. KKD yontemi ¢alisma prosediiriinden farkli olarak 32 pL substrath miks yerine 20 pL [**Ce]-
UDP-Gal standard1 ve 12 pL substratsiz miks eppendorfa eklenir.

2. 5uL 1 pM IS eklenir.

3. Herhangi bir KKD 6rneginden 3mm’lik pang eklenir. Bir pancin hacmi yaklasik olarak 3

uL’dir (toplam enzimatik reaksiyon hacmi yaklasik = 40 pL). Karistm 1 dk 16000 g’de

santrifiijlenir.

30 dk 37 “C’de inkiibe edilir.

5 dk kaynar suda bekletilir.

80 uL. ACN/su ¢ozeltisi eklenir (toplam hacim 120 uL).

16000 g’de 10 dk santrifujlendikten sonra supernatant LC-MS/MS’e verilir.

© N o g b

Kromatogramda belirlenen alikonma zamaninda [*3Cg]-UDP-Gal ve IS piklerinin alanlar:

hesaplanir.

Hemolizat matriksi kullanilarak kalibrasyon egrisinin cizilmesi: Her seviye kalibrator

asagida verilen prosediir ile 2 kez hazirlanir ve analiz edilir.

1. Hemolizat yontemi ¢alisma prosediiriinden farkli olarak 32 pL substrath miks yerine 22.5 pL
[13Cs]-UDP-Gal standardi ve 9.5 pL substratsiz miks eppendorfa eklenir.

2. 5pL 1 uM i8S eklenir.
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3. Herhangi bir hemolizat 6rneginden 8 uLL hemolizat eppendorfa eklenir (enzimatik reaksiyon
hacmi = 45 pL) ve 1 dk 16000 g’de santrifiijlenir,

30 dk 37 °C’de inkiibe edilir.

5 dk kaynar suda bekletilir.

75 uL ACN/su ¢ozeltisi eklenir (toplam hacim 120 uL).

16000 g’de 10 dk santriftijlendikten sonra supernatant LC-MS/MS’e verilir.

© N o 0 &

Kromatogramda belirlenen alikonma zamaninda [**Ce]-UDP-Gal ve IS piklerinin alanlar:

hesaplanir.

Matriks kullanilmadan kalibrasyon egrisinin cizilmesi: Her seviye kalibrator asagida verilen
prosediir ile 2 kez hazirlanir ve analiz edilir.

20 puL [**Cs]-UDP-Gal standardi ve 15 pL substratsiz miks eppendorfa eklenir.

5uL 1 pM IS eklenir.

1 dk 16000 g’de santrifiijlenir.

30 dk 37 "C’de inkiibe edilir.

5 dk kaynar suda bekletilir.

80 uLL ACN/su ¢ozeltisi eklenir.

16000 g’de 10 dk santrifiijlendikten sonra supernatant LC-MS/MS’e verilir.

© N o 0o B~ w b PE

Kromatogramda belirlenen alikonma zamanmda [**Cg]-UDP-Gal ve IS piklerinin alanlar

hesaplanir.

Kalibratorlerin kromatogramda olusturdugu analit pik alanlari, internal standart pik
alanlarma béliinerek y eksenine ([*3Ce]-UDP-Gal alany/IS alani); standartlarin reaksiyon
ortammda olusturdugu konsantrasyonlar x eksenine (uM [**Ce]-UDP-Gal) yerlestirilerek
kalibrasyon egrileri ¢izildi ve denklemler olusturuldu.

Kalibrasyon grafikleri ¢izilirken enzimatik reaksiyonun gergeklestigi toplam hacim
KKD yontemi igin 40 uL, hemolizat yontemi igin 45 pL olarak esas alindi. Kalibrasyon egrisinin
¢iziminde kullanilan [**Cgs]-UDP-Gal standart hacmi, bu hacmin yarisin olusturdu. Bu sebeple x
ekseninde yer alan [*3Cg]-UDP-Gal konsantrasyonlari, ¢alismada kullanilan standardin yarisina
esit oldu. Ornegin 100 pM’lik [**Cs]-UDP-Gal standardina karsiik gelen nokta kalibrasyon
grafiginin X ekseninde 50 uM olarak isaretlendi. Hasta/kontrol 6rneklerinin 40 ya da 45 pL’lik
enzimatik reaksiyon ortaminda olusturduklar1 iirlin miktar1t uM olarak hesaplandi. Hem
kalibratorler hem de kontrol/hasta Ornekleri ¢alisma prosediiriinde ACN/su ile esit hacimde

seyreltildigi i¢in Slgiilen analit bu diliisyondan etkilenmedi. uM olarak 6lgiilen iiriin miktar1 son
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asamada pmol/grHb/saat birimine ¢evrilerek GALT aktiviteleri belirlendi. Bir baska ifadeyle
reaksiyon ortaminda olusan pM iiriin miktari, 1 gram hemoglobinin 1 saatte olusturdugu pmol
cinsinden iiriin miktarina doniistiiriildii. Bu formiil olusturulurken hemolizatlar i¢in hemolizat Hb
konsantrasyonu, KKD o6rnekleri i¢in ise elde edildigi tam kanin Hb konsantrasyonu esas alindi.
Reaksiyon ortaminda bulunan KKD pancina ve hemolizat hacmine denk gelen Hb miktari
hesaplandi. Panglanan 3 mm’lik KKD hacmi yaklagik olarak 3 pL kabul edildi. Reaksiyon
ortaminda olusan {iriin uM olarak 6lgiildiigi i¢in LC-MS/MS’e galisma prosediirleri sonunda
verilen supernatantin hacmi 50 pL’den kiigik olmamasi sartiyla bir Onem arz etmedi.
Kalibrasyon egrileri ¢izilirken hemolizat ya da KKD matriks ortamindan kaynaklanan girisim
etkisinin engellenmesi igin ¢alisma prosediirlerinde substrat icermeyen miks tercih edildi. Bu
sayede saglikli bir bireyin matriks Ornegi kullanilmigs olmasma ragmen istegimiz disinda

olusabilecek tiriinler engellendi.

3.2.5.2. Olgiim Araligmin Alt-Ust Smirlarmin (LLMI-ULMI) Belirlenmesi ve Dogrusallik

Olgiim araligmin alt ve iist araligzit KKD ve hemolizat yontemi igin ayr1 ayr1 belirlendi.
Klinik karar verdirici diizeyler gz oniinde bulundurularak kalibrasyon egrilerinin ¢izilmesinde
kullanilan [*3Cg]-UDP-Gal standartlar1 arasindan 2 diisiik, 2 yiiksek seviye secildi. Standartlarin
reaksiyon ortaminda olusturdugu [**Cs]-UDP-Gal konsantrasyonlar1 diisiik seviyeler i¢in 0.6 pM,
0.8 uM; yiiksek seviyeler igin 50 uM ve 100 uM olacak sekilde KKD matriksinde ve hemolizat
matriksinde kalibratdrler hazirlandi. Her seviye kalibrator 5 kez analiz edildi. Olgiimler
kalibratorlerin kromatogramda olusturdugu analit pik alanviS pik alani ile degerlendirildi.
Olgiimlerin standart sapmas1 ve ortalamasi hesaplanarak %varyasyon katsayis1 (%coefficient of
variation, %CV) belirlendi. %CV degeri 20’den kiigiik olan en diisiikk konsantrasyon LLMI, en
yiiksek konsantrasyon ULMI degeri olarak kabul edildi.

Olgiimlerin standart sapmas1

%CV:[ ]XIOO

Olgiimlerin ortalamasi
3.2.5.3. Recovery (Geri Elde) ve Matriks Etkisi Calismalar1

Geri elde ve matriks etkisi ¢aligmalar1 EDTA’ tiipten elde edilmis KKD/hemolizat ve
heparinli tiipten elde edilmis KKD/hemolizat 6rneklerinin kullanildigi yontemler i¢in ayr1 ayri
yapildi. EDTA’l1 tam kan 6rneklerinin esit hacimlerde karigtirilmasiyla EDTA’l1 tam kan havuzu,
heparinli tam kan 6rneklerinin esit hacimlerde karistirilmasiyla ise heparinli tam kan havuzu
olusturuldu. Bu havuzlardan 60’ar pL tam kan Gutrie kartlarina damlatilarak KKD 6rnekleri elde
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edildi. Daha sonra EDTA’l1 ve heparinli tiiplerde kalan kan 6rneklerinden hemolizatlar elde
edildi. Ayn1 antikoagiilanli tiipten elde edilmis hemolizatlar esit hacimde karistirlarak hemolizat
ornekleri olusturuldu. Ozetlemek gerekirse geri elde ve matriks etkisi calismalarinda: EDTA’l1
tiplerden elde edilmis hemolizat 6rnegi, heparinli tiiplerden elde edilmis hemolizat Ornegi,
EDTA’I tiiplerden elde edilmis KKD 6rnegi, Heparinli tiiplerden elde edilmis KKD 6rnegi
kullanild.

Standartlarin reaksiyon ortaminda olusturdugu [**Ce]-UDP-Gal konsantrasyonlar1 1 pM
(diisiik) ve 20 uM (yiiksek) olacak sekilde calisma plami olusturuldu. iki seviye i¢in %matriks
etkisi ve %geri elde hesaplandi.

3.2.5.3.1. Matriks Etkisi Calismalar1

Matriks etkisi calismalar1 i¢in caligma Ornekleri iki gruba ayrildi. A grubu matriks
icermeyen ¢alisma oOrneklerini, B grubu ise matriks igeren c¢alisma Orneklerini temsil etti.
Substratsiz miks kullanilarak yapilan ¢calisma prosediiriiniin son asamasinda reaksiyon ortaminda
diisiik (1 pM) ve yiiksek (20 M) konsantrasyonlar: saglayacak [*3Cs]-UDP-Gal standartlar1 iki
gruba da eklendi. Daha sonra ¢alisma ornekleri LC-MS/MS’e verilerek belirlenen alikonma
zamaninda olusturduklar1 [**Ce]-UDP-Gal pik alanlar1 hesaplandi. Matriks etkisi asagidaki

formiil kullanilarak her seviye ve her 6rnek tipi i¢in hesaplandi:

B grubunda hesaplanan ['*C¢]-UDP-Gal alan1 ] 00

B
Matriks etkisi (%) = [— ] X 100 = [
(%) A A grubunda hesaplanan ['*C¢]-UDP-Gal alan1

KKD yontemi

A grubu orneklerinin hazirlanmasi: Bu gruptaki 6rnekler icerdikleri standart seviyelerine gore

“neat diistik” ve “neat yiiksek” olarak adlandirildi.

Neat diisiik/yliksek (n=5) seviyenin hazirlanmasi:

1. 35 pL substratsiz miks ve 5 pL 1 uM IS eppendorfa eklenir, 1 dk 16000 g’de santrifiijlenir.

2. 30 dk 37 "C’de inkiibe edilir.

3. 5 dk kaynar suda bekletilir.

4. 80 uL ACN/su ¢ozeltisi eklenir ve 16000 g’de 10 dk santrifiijlenir.

5. Toplam 120 pL’lik hacmin 90 pL’si LC-MS/MS plagma alinir, iizerine neat diisiik i¢in 10 pL
10/3 pM [®Cg]-UDP-Gal, neat yiiksek i¢in 10 pL 200/3 uM [**Cs]-UDP-Gal standard:

eklenir.
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6.

Kromatogramda belirlenen alikonma zamaninda [**Cg]-UDP-Gal ve IS pik alanlar

hesaplanir.

B grubu oérneklerinin hazirlanmasi: Bu gruptaki 6rnekler igerdikleri standart seviyelerine gore

“matriks diistik” ve “matriks yiiksek” olarak adlandirildi.

Matriks diisiik/yiiksek (n=5) seviyenin hazirlanmast:

1.

o > w N

32 uL substratsiz miks, 5 pL 1 uM IS, 1 pang KKD 6rnegi eppendorfa eklenir ve 1 dk 16000
g’ de santrifiijlenir.

30 dk 37 °C’de inkiibe edilir.

5 dk kaynar suda bekletilir.

80 uL ACN/su ¢o6zeltisi eklenir ve 16000 g’de 10 dk santrifiijlenir.

Toplam 120 pL’lik hacmin 90 pL’si LC-MS/MS plagina alinir, tizerine matriks diisiik i¢in 10
pL 100/3 uM [**Ce]-UDP-Gal, matriks yiiksek icin 10 pL 200/3 puM [**Cs]-UDP-Gal
standard1 eklenir.

Kromatogramda belirlenen alikonma zamaninda [**Ce]-UDP-Gal ve IS pik alanlari

hesaplanir.

Hemolizat yontemi

A grubu orneklerinin hazirlanmasi: Bu gruptaki drnekler igerdikleri standart seviyelerine gore

“neat diisiik” ve “neat yiiksek™ olarak adlandirildi.

Neat diisiik/yliksek (n=5) seviyenin hazirlanmasi:

1.
2. 30dk 37 °C’de inkiibe edilir.

3. 5 dk kaynar suda bekletilir.

4.

5. Toplam 120 pL’lik hacmin 90 uL’si LC-MS/MS plagina alinir, iizerine neat diisiik i¢in 10 pL

40 pL substratsiz miks ve 5 uL 1 uM IS eppendorfa eklenir, 1 dk 16000 g’de santrifiijlenir.

75 uL. ACN/su ¢o6zeltisi eklenir ve 16000 g’de 10 dk santrifiijlenir.

3.75 uM [*3Cg]-UDP-Gal, neat yiiksek igin 10 pL 75 uM [**Cs]-UDP-Gal standard: eklenir.
Kromatogramda belirlenen alikonma zamaninda [**Ce]-UDP-Gal ve IS pik alanlar1

hesaplanir.

B grubu érneklerinin hazirlanmasi: Bu gruptaki 6rnekler i¢erdikleri standart seviyelerine gore

“matriks diigiik” ve “ matriks yiiksek” olarak adlandirildi.

Matriks diisiik/yliksek (n=5) seviyenin hazirlanmasi:

1.

32 uL substratsiz miks, 5 pL 1 uM IS, 8 uL hemolizat eppendorfa eklenir ve 1 dk 16000 g’de

santrifiijlenir.
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30 dk 37 “C’de inkiibe edilir.

5 dk kaynar suda bekletilir.

75 uL ACN/su ¢ozeltisi eklenir ve 16000 g’de 10 dk santrifiijlenir.

Toplam 120 pL’lik hacmin 90 pL’si LC-MS/MS plagina alinir, tizerine matriks diisiik i¢in 10
uL 3.75 pM [**Ce]-UDP-Gal, neat yiiksek icin 10 pL 75 uM [*3C¢]-UDP-Gal standardi

eklenir.

o~ W

6. Kromatogramda belirlenen alikonma zamanmnda [Ce]-UDP-Gal ve IS pik alanlari

hesaplanir.

3.2.5.3.2. Recovery (Geri Elde) Caligmalar1

Yontem dogrulugu geri elde ¢alismalariyla degerlendirildi. Bu amagla substratsiz miks
kullanilarak yapilan ¢alisma prosediiriiniin ilk asamasinda, reaksiyon ortaminda diisiik (1 uM) ve
yiiksek (20 pM) konsantrasyonlar: saglayacak [**Cs]-UDP-Gal standartlar1 eklenerek ornekler
hazirlandi. Daha sonra calisma Orneklerinin belirlenen alikonma zamaninda [**Cs]-UDP-Gal
alany/IS alan1 oranma karsilik gelen konsantrasyonlar1 hesaplandi. 1 uM ve 20 uM hedef degerler
kabul edildi. %Geri elde asagidaki formiil kullanilarak her seviye ve her 6rnek tipi i¢in ayr1 ayri

hesaplandi:

Olgiilen ["*C4]-UDP-Gal konsantrasyonu
Hedeflenen ['*C¢]-UDP-Gal konsantrasyonu

%Geri elde = [ ] X 100

KKD yontemi: Diisiikk seviye “recovery diisiik”, yiiksek seviye “recovery yiiksek™ olarak
adlandirildi.

Recovery diisiik/yliksek (n=5) seviyenin hazirlanmast:

1. 28 pL substratsiz miks, 5 pL 1 pM S, 1 pang KKD &6rnegi eppendorfa eklenir.

2. Recovery diisiik igin 4 uL 10 uM [**Cs]-UDP-Gal, recovery yiiksek igin 4 uL 200 pM [**Ce]-
UDP-Gal standardi eklenir. 1 dk 16000 g’de santrifiijlenir.

30 dk 37 °C’de inkiibe edilir.

5 dk kaynar suda bekletilir.

80 uL ACN/su ¢ozeltisi eklenir.

16000 g’de 10 dk santriftijlendikten sonra supernatant LC-MS/MS’e verilir.

N o g b~ w

Kromatogramda belirlenen alikonma zamaninda [**Cg]-UDP-Gal ve IS pik alanlar1

hesaplanir.

50



Hemolizat yontemi: Diisiik seviye “recovery diisiik”, yiiksek seviye “recovery yiiksek™ olarak

adlandirilds

Recovery diisiik/yliksek (n=5) seviyenin hazirlanmast:

1.
2.

N o g~ w

27.5 pL substratsiz miks, 5 pL 1 pM IS, 8 uL hemolizat eppendorfa eklenir.

Recovery diisiik i¢in 4 uL 10 pM [*Cg]-UDP-Gal, recovery yiiksek i¢in 4 uL 200 uM [**Cq]-
UDP-Gal standardi eklenir. 1dk 16000 g’de santrifiijlenir.

30 dk 37 “C’de inkiibe edilir.

5 dk kaynar suda bekletilir.

80 uLL ACN/su ¢ozeltisi eklenir.

16000 g’de 10 dk santrifiijlendikten sonra supernatant LC-MS/MS’e verilir.

Kromatogramda belirlenen alikonma zamaninda [**Cg]-UDP-Gal ve IS pik alanlar

hesaplanir.

3.2.5.4. Tekrarlanabilirlik ve Stabilite

Tekrarlanabilirlik ve stabilite ¢alismalarinda bir saglikli goniilliinin KKD ve hemolizat

ornekleri kullanildi.

3.2.5.4.1. KKD Orneklerinin Tekrarlanabilirlik ve Stabilite Calismalar:

Tekrarlanabilirlik calismalari

Giin i¢ci tekrarlanabilirlik: Giin i¢i tekrarlanabilirlik calismasinda EDTA’lh tam kan
orneginden hazirlanan %100’lik KKD ornekleri ve SF ile belirli oranlarda seyreltilip Gutrie
kartina damlatilmasiyla hazirlanan %25 ve %5°lik KKD &rnekleri kullanildi. %100, %25 ve
%35’lik KKD o6rnekleri 7 kez galisildi. Her seviye i¢in Olgiilen analit miktarinin ortalamas,
standart sapmasi1 ve %CV degeri hesaplandi.

Ginler arasi tekrarlanabilirlik : Giinler aras1 tekrarlanabilirlik ¢alismasi ardisik 5 glin boyunca
yapildi. Bu ¢alisma i¢cin EDTA’l1 tam kan 6rneginden hazirlanan ve -80 °C’de muhafaza
edilen %100 ve %25’lik KKD ornekleri ¢alisma giinii ¢ikarildi. %100 ve %25’lik KKD
ornekleri 3 kez calisildi. 5 gilinlin sonunda, her seviye i¢in Olgiilen analit miktarinin

ortalamasi, standart sapmasi ve %CV degeri hesapland1.

Stabilite calismasi

Stabilite ¢alismasi1 31 giinliik siireci kapsayacak sekilde 4 farkl giinde yapilan (0., 3., 10. ve
31. giinler) analizler ile gerceklestirildi. Bu amagla EDTA’l1 tam kan 6rneginden hazirlanan

KKD 6rnegi ile 0. giin ilk 6lglim yapildiktan sonra KKD o6rnekleri -20 °C, +4 °C ve oda
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sicakliginda (25 °C) muhafaza edilmek iizere farkli kisimlara ayrildi. Her ¢aligma giinii farklh
sicakliklarda muhafaza edilen KKD o6rneklerinden biri ¢ikarildi ve 3 kez calisildi. Farkli

saklama kosullariin GALT aktivite 6l¢timiiniine etkisi degerlendirildi.

3.2.5.4.2. Hemolizat Orneklerinin Tekrarlanabilirlik ve Stabilite Calismalari

Tekrarlanabilirlik ¢cahismalar

e Giin i¢i tekrarlanabilirlik: Giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda eritrosit peletinden elde
edilen hemolizat (%100) ve eritrosit lizis tamponuyla seyreltilmesi ile elde edilen %25 ve
%35’lik hemolizatlar kullanildi. %100, %25 ve %1’lik hemolizatlar 7 kez ¢alisildi. Her seviye
icin Gl¢iilen analit miktarinin ortalamasi, standart sapmasi ve %CV degeri hesaplandi.

e QGiinler arasi tekrarlanabilirlik: Giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi ardisik 5 giin boyunca
yapildi. -80 °C’de muhafaza edilen eritrosit peletlerinden biri ¢alisma giinii ¢ikarildi. Bu
eritrosit peletinden elde edilen hemolizat (%100) ve eritrosit lizis tamponuyla seyreltilmesi ile
elde edilen %25, %5 ve %1°lik hemolizatlar calismada kullanildi. %100, %25, %5 ve %]1°lik
hemolizatlar 3 kez calisildi. 5 giliniin sonunda her seviye i¢in Olgiilen analit miktarinimn
ortalamasi, standart sapmasi ve %CV degeri hesaplandu.

Stabilite calismasi

e Stabilite ¢aligmalar1 35 giinliik siireci kapsayacak sekilde 4 farkli glinde yapilan (0., 3., 14. ve
35. giinler) analizler ile gergeklestirildi. Bu amagla eritrosit peletinden elde edilen hemolizat
ile 0. giin ilk 6l¢iim yapildiktan sonra, eritrosit peletleri -20 °C, +4 °C ve oda sicakliginda (25
°C) muhafaza edilmek tizere farkli kisimlara ayrildi. Her ¢alisma giinii farkli sicakliklarda
muhafaza edilen eritrosit peletlerinden biri ¢ikarildi. Eritrosit peletlerinden elde edilen
hemolizatlar 3 kez calisildi. Farkli saklama kosullarmm GALT aktivite 6l¢limiiniine etkisi

degerlendirildi.

3.2.5.5. Segicilik

Segicilik ¢aligmasinda bir saghikli goniilliiniin KKD ve hemolizat érnegi kullanildi. Iki
yontem igin analit ve IS segiciligi belirlendi. LC-MS/MS’de arkaplan giiriiltiiniin belirlenmesi
amactyla analit ve IS icermeyen matriks korleri (blank) 6 kez calisildi. Bununla birlikte 6lciim
araliginin alt sinirmnda hazirlanmig kalibratorler 6 kez analiz edildi. Matriks korleri ve
kalibratorler su sekilde plaga dizildi: Kor-kor-kor-kor-kor-kor-LLMI-LLMI-LLMI-LLMI-LLMI-
LLMI.
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Matriks korlerinde belirlenen alikonma zamaninda elde edilen arkaplan giiriilti

piklerinin alanlar1 ortalamalar1 (analit ve IS pik alanlar)), LLMI degerinde hazirlanmis

kalibratorlerin alikonma zamaninda elde edilen piklerin (analit ve IS pik alanlar1) alanlari

ortalamalarina oranlandi. Daha sonra 100 ile carpilarak %girisim etkisi hesaplandi. [*3Cg]-UDP-

Gal i¢in bu oranin <%20, IS i¢in ise <%5 olmas1 gerekir.

KKD matriks koriiniin hazirlanmast:

1.

o g ~ w D

37 uL substratsiz miks, 1 pang KKD ornegi eppendorfa eklenir ve 1 dk 16000 g’de
santrifiijlenir.

30 dk 37 °C’de inkiibe edilir.

5 dk kaynar suda bekletilir.

80 uL ACN/su ¢ozeltisi eklenir.

16000 g’de 10 dk santrifiijlendikten sonra supernatant LC-MS/MS’e verilir.

Kromatogramda belirlenen alikonma zamaninda arkaplan [**Cs]-UDP-Gal ve IS pik alanlar

hesaplanir.

Hemolizat matriks koriiniin hazirlanmast:

1. 37 uL substratsiz miks, 8 pLL hemolizat eppendorfa eklenir ve 1 dk 16000 g’de santrifiijlenir.
2. 30 dk 37 °C’de inkiibe edilir.

3. 5 dk kaynar suda bekletilir.

4.
5
6

75 uLL ACN/su ¢ozeltisi eklenir.
16000 g’de 10 dk santrifiijlendikten sonra supernatant LC-MS/MS’e verilir.

. Kromatogramda belirlenen alikonma zamanimda arkaplan [*3Cs]-UDP-Gal ve IS pik alanlari

hesaplanir.

LLMI KKD kalibratorinin hazirlanmasi:

1.

o o~ wn

20 pL 0.8 pM [*C]-UDP-Gal standards, 12 pL substratsiz miks, 5 uL 1 uM IS, 1 pang KKD
ornegi eppendorfa eklenir ve 1 dk 16000 g’de santrifiijlenir.

30 dk 37 °C’de inkiibe edilir.

5 dk kaynar suda bekletilir.

80 uL ACN/su ¢ozeltisi eklenir.

16000 g’de 10 dk santrifiijlendikten sonra supernatant LC-MS/MS’e verilir.

Kromatogramda belirlenen alikonma zamaninda [**Cg]-UDP-Gal ve IS pik alanlar

hesaplanir.

LLMI hemolizat kalibratoriiniin hazirlanmast:
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1. 22,5 uL 0.8 pM [**Ce]-UDP-Gal standardi, 9.5 uL substratsiz miks, 5 uL 1 uM IS, 8 pL
hemolizat 6rnegi eppendorfa eklenir ve 1dk 16000 g’de santriftijlenir.

30 dk 37 “C’de inkiibe edilir.

5 dk kaynar suda bekletilir.

75 uLL ACN/su ¢ozeltisi eklenir.

16000 g’de 10 dk santrifiijlendikten sonra supernatant LC-MS/MS’e verilir.

o oA W N

Kromatogramda belirlenen alikonma zamaninda [**Cg]-UDP-Gal ve IS pik alanlar

hesaplanir.

3.2.5.6. Carryover (Tagima etkisi)

Tasima etkisi ¢alismasinda saglikli bir goniilliiniin KKD ve hemolizat 6rnegi kullanildi.
Iki yontem tasima etkisi agisindan degerlendirildi. Olgiim arahigmin iist l¢iim sinirmda (ULMI)
hazirlanmis kalibratorlerin hemen ardindan yapilan analit ve IS icermeyen matriks korleri
analizinde alikonma zamaninda elde edilen analit ve IS piklerinin alanlarmin ortalamalari, 6lgiim
araliginm alt smirinda (LLMI) hazirlanmis kalibratoriin alikonma zamaninda elde edilen piklerin
(analit ve IS pik alanlar1) alanlarina oranland1. Kullanilan kalibratdrler ve matriks korleri segicilik
calismasinda oldugu gibi hazirlandi.

Matriks korlerinde elde edilen [**Cs]-UDP-Gal ve IS pik alanlarmnin, 6l¢iim araligmin alt
siirmda (LLMI: 0.4 uM) hazirlanmis kalibratorde elde edilen analit ve IS pik alanlarmdan
strastyla; %20 ve %5’inden fazla olmamas1 gerekir. Matriks korleri ve kalibratorler su sekilde

plaga dizildi: ULMI-ULMI-kor-kor-ULMI-ULMI-kor-kor-LLMI

3.2.5.7. Referans Aralik Calismasi

Yontem validasyon ¢alismalarinin son agamasinda referans aralik ¢alismasi yapildi. LC-
MS/MS’de GALT aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan KKD ve hemolizat yontemleri i¢in iki
farkl referans araligi olusturuldu.
3.2.5.7.1. Katilimc1 Se¢imi

Referans aralik calismasina katilacak bireyler hastaneye basvuran, 6rnek toplama
merkezinde 6rnek verecek olan bireyler arasindan rastgele secildi. Toplam 120 birey calismaya
dahil edildi. 18-79 yas arasi1 bireylerden ve ¢ocuk hastanesi 6rnek toplama merkezinde 0-18 yas
aras1 bireylerden cinsiyet ve yas dagilimma bakilmaksizin goniilliiliik esasma gore ornekler
topland1. Bireylerden alimacak 6rnek i¢in ilave kan alma girisimi yapilmadi. Genetik faktorler,

transflizyon durumu, alkol ve sigara kullanimi, aglik tokluk durumu, ilag bagimlilig gibi dislama
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kriterleri uygulanmadi. Katilimcilara sadece klasik galaktozemi hastasi olup olmadigi soruldu.
Klasik galaktozemi hastas1 olmayan tiim goniilliiler referans aralik ¢aligmasina dahil edildi. Her
bireyden 1 adet mor kapakh tiip 6rnegi alind1.

Ornekler buz iizerinde ayn1 giin icinde Tibbi Biyokimya Anabilimdali laboratuvarina
hizlica iletildi. Tim ornekler 1’den 120’ye kadar numaralandirildi. Her bireyin tam kan Hb
konsantrasyonu o6lgiildii. Daha sonra her bir EDTA’l1 tiipten 60’ar pL. tam kan 6rnegi Gutrie
kartina damlatilarak 151k ve nem igermeyen kosullarda bir cam yilizeyde kurutuldu. EDTA’I
tiiplerden eritrosit peletleri elde edildi ve —80 °“C’de c¢alisma giinline kadar saklandi. KKD
ornekleri ise bir zarfa konarak —80 °C’de calisma giiniine kadar muhafaza edildi. Sonug olarak
her bireye ait bir adet eritrosit peleti ve KKD 6rnegi referans aralik ¢alismasinda kullanildi. 120
adet KKD o6rneginin Ve eritrosit peletinin LC-MS/MS ile analizi ardigik 4 giinde yapilan
caligmalar ile miimkiin oldu. 1 numarali saglikli goniilliiniin -80°C’de saklanan 6rnekleri ve 84
numarali saglikli goniilliiniin eritrosit peleti zarar gordiigii icin ¢aligmaya dahil edilmedi.
Toplamda 118 hemolizat 6rnegi ve 119 KKD 6rnegi referans aralik calismasinda kullanildi.

Calisma giinii eritrosit peletleri ve KKD ornekleri derin dondurucudan ¢ikarildi. Eritrosit
peletlerinden hemolizat 6rnekleri elde edildi. Sadece ilk 20 bireyin hemolizat Hb konsantrasyonu
oliildii (ortalama 3.3 g/dL). ikinci asamada 20-40 numarali bireylerin hemolizatlarindan bir
hemolizat havuzu olusturuldu. Hemolizat havuzunun Hb konsantrasyonu 6l¢iildii (ortalama 3.3
g/dL ). Tam kan 6rnekleri farkli konsantrasyonlarda Hb igerse de hemolizat Hb konsantrasyonlari
dar bir aralikta degiskenlik gosterdigi icin 41°den 120’ye kadar numaralandirilmis bireylerin
hemolizat Hb konsantrasyonu o6lgiilmedi. Hemolizat GALT aktivite sonuglar1 3.3 g/dL Hb
konsantrasyonu igerdigi varsayilarak hesaplandi. KKD GALT aktivite sonuglar1 ise her bireyin
tam kan Hb miktarina gore formiilize edilerek hesaplandi. Enzim aktivitesi birimi pmol/grHb/saat
olarak belirlendi.
3.2.5.7.2. istatiksel Analiz

Calisma verilerinin istatiksel ¢iktis1 “MedCalc” programi kullanilarak saglandi.
Istatistiksel anlamlilik acisindan p<0.05 degeri secildi. Calisma ekranma her bireye ait asagidaki
bilgiler girildi:

e Hemolizat GALT aktivite sonucu (umol/grHb/saat)

e KKD GALT aktivite sonucu (umol/grHb/saat)

e Tam kan Hb konsantrasyonu (g/dL)

e Ik 20 bireyin hemolizat Hb konsantrasyonu (g/dL)
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e Cinsiyet
e Yas

Normal dagilima uygunluk histogramlar ve kolmogorov simirnov testi ile
degerlendirildi. Hemolizat GALT aktivitesi ve KKD GALT aktivitesinin alt ve iist sinir referans
araliklari, u¢ degerlerin tukey yontemi ile ¢ikarilmasindan sonra parametrik yontemler
kullanilarak belirlendi. Ortalama+1.96*SD seklinde alt ve ist sinirlar ifade edildi. Hemolizat
GALT aktiviteleri ve KKD GALT aktiviteleri arasindaki korelasyon incelendi. Erkek ve
kadinlarda GALT aktivite dl¢iim farkliliklar1 bagimsiz gruplar T testi ile degerlendirildi. GALT

aktivite sonuclar1 ve yas arasindaki iliski i¢in spearman korelasyon testi uygulandi.

3.2.6. Klasik Galaktozemi Hastalarimin LC-MS/MS ve Florometrik Yontem ile Analizi

Yontem validasyon c¢alismalar1 tamamlandiktan sonra klasik galaktozemili hastalara ait
hemolizat ve KKD o6rneklerinde GALT aktivitelerinin  LC-MS/MS ile analiz edilerek
belirlenmesi amaglandi. Bu amagla ¢ocuk metabolizma hastaliklar1 arsivinde genetik, florometrik
ve klinik olarak klasik galaktozemi tanisi almig 18 hasta belirlendi. Rutin randevularina gelen
klasik galaktozemi hastalarindan 6rnek verdikleri esnada goniilliiliik esasina gore ilave 1 adet
EDTA’l1 tam kan 6rnegi alindi. Ornekler 1°den 18’e kadar numaralandirildi. KKD 6rnekleri ve
eritrosit peletleri elde edildi ve -80°C’de ¢alisma giiniine kadar muhafaza edildi. Hastalarin
hemolizat ornekleri LC-MS/MS yontemi ile, KKD 6rnekleri ise florometrik ve LC-MS/MS

yontemleriyle es zamanli analiz edildi.

3.2.6.1. Hastalarin Florometrik GALT Aktivite Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Metabolizma laboratuvarinda PerkinElmer GALT kiti kullanilarak klasik galaktozemili
hastalarm KKD Orneklerinde GALT aktiviteleri florometrik yontemle semikantitatif olarak
olgiildii. Sonuglar U/gHb olarak raporlandi. Enzim aktivitesi >3.5 U/gHb olanlar normal, <3.5
U/gHDb olanlar ise patolojik olarak degerlendirildi.

3.2.6.2. Hastalarm LC-MS/MS GALT Aktivite Sonuglarmim Degerlendirilmesi
Tibbi Biyokimya Anabilimdali laboratuvarinda klasik galaktozemi hastalarinin
hemolizat ve KKD ornekleri LC-MS/MS ile Kkantitatif olarak 0Olgiildii. Hastalarin

kromatogramlarinda analit ve IS pik alanlar1 degerlendirildi.
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3.2.7. Saghkli Bireylerin KKD Orneklerinin LC-MS/MS ve Florometrik Y&ntem ile Analizi

Referans aralik galigmasi i¢in toplanan LC-MS/MS yoéntemi ile analiz edilen 44’den
58’e kadar numaralandirilmig saglikli bireylere ait KKD o6rnekleri florometrik yontem ile analiz
edilerek LC-MS/MS ve florometrik yontem arasindaki korelasyon incelendi. Bu amagla -80°C’de
bulunan KKD ornekleri ¢ocuk metabolizma laboratuvarina iletildi ve PerkinElmer GALT Kkiti
kullanilarak GALT aktiviteleri belirlendi.

Bir sonraki ¢alismada LC-MS/MS’in florometrik yonteme gore daha hassas ve daha
spesifik Olglim yapabildigini, normalin %5’in altindaki enzim aktivitelerinde bile kantitatif
sonuglar verebildigini kanitlayabilmek igin florometrik yontemle ¢alisilmis, klasik galaktozemi
tanist almamis, florometrik yontem sonucu esik degere yakinlik gosteren KKD 6rnekleri tarand.
Bu kriterlere uyan 19 adet KKD 6rnegi belirlendi. Bu 6rnekler LC-MS/MS ile analiz edilerek

florometrik yontemle arasindaki korelasyon incelendi.

3.2.8. Etik Kurul

Calismalarm yapilabilmesi icin Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 18-2.1/2 numarali karar ile 19.2.2019 tarihinde onam alinmustir.

Calismamiz Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan finansmani

saglanan TTU-2019-20812 numarali proje kapsaminda yiirtitiilmiistiir.

4. BULGULAR

4.1. LC Kosullarini Optimizasyonu

Calismamizda optimum LC parametreleri pik yogunlugu ve sinyal/giiriiltii (S/N) orani
dikkate alinarak belirlendi.
4.1.1. Mobil Faz Optimizasyonu

Mobil faz optimizasyonunda MS grade su sabit alinarak organik ¢ézgenin degisken
oldugu kosullar denendi. Mobil fazlar iki farkli sekilde hazirlandi; MS grade su-%100’lik
metanol ve MS grade su-%100’liik ACN. Mobil faz ile uyumlu [**Cs]-UDP-Gal standartlar1 bu
calismalarda kullanildi. MS grade su-%100’lik ACN’de daha kaliteli pikler elde edildi (Sekil
17). Akis programi %50-%50 izokratik olarak belirlendi.
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Su/Metanol
\ ‘,“ ‘\“\‘ 1.2394

| — 4 2 Sy

Sekil 17. Mobil faz optimizasyonu

4.1.2. Amonyum Format ve Formik Asit Optimizasyonu

Formik asit ve amonyum formatin iyonlastirmayi artirict etkilerinden yararlanmak igin

bu maddelerin farkli konsantrasyonlar1 mobil fazlara eklendi. En yiiksek pik yogunlugu ve

sinyal/giiriiltii oran1 ACN/su + 5 mM amonyum formatin kullanildigi mobil fazda elde edildi

(Sekil 18). Artan formik asit konsantrasyonu piklerin yayvanlagsmasina sebep oldu.
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Sekil 18. Amonyum format ve formik asit optimizasyonu

Sonug olarak en iyi intensitenin saglandigi mobil fazlar akis programi %50-%50
izokratik olacak sekilde mobil faz (A) 5 mmol/L amonyum format igeren ACN; mobil faz (B) 5

mmol/L amonyum format igeren MS grade su olarak belirlendi.

4.1.3. Akis Hiz1 ve Enjeksiyon Hacmi Optimizasyonu
Mobil fazlarn akis hizi 0.4 mL/dk olarak belirlendi. Akis hizi distiikce piklerin
alikonma zamani uzadi. Piklerin alikonma zamani IS ve [**Cs]-UDP-Gal igin 0.24+0.01 dk olarak
tespit edildi. Kolonun tekrar sartlanmasi i¢in enjeksiyonlar aras1 zaman 3 dk olarak belirlendi.
Enjeksiyon hacmi igin 2 pL, 5 pL, 10 pL’lik hacimler ile denemeler yapildi ve en iyi
pikin alindig1 hacim 5 pL olarak belirlendi (Sekil 19).
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Sekil 19. Enjeksiyon hacmi optimizasyonu

4.1.4. Kromatogramlar

Kromatogramlar, alikonma zamanina bagli goreceli yogunluklar (Relative Abundance,
%) olarak sunuldu. Caligmada elde edilen [*3Cg]-UDP-Gal ve internal standarda ait LC-MS/MS
pikleri sekilde gosterilmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Kromatogramlar

4.2. EDTA ve Heparinli Ornek Toplama Tiiplerinin GALT Aktivite Ol¢iimiine Etkisi

4.2.1 Hemolizat Yontemi

1-10 numarali tam kan Orneklerinden hemolizatlar hazirlandi. Hemolizatlar 1’er kez
caligild1 (Sekil 21). EDTA’l tam kanlardan elde edilmis hemolizatlarda olusan analit miktarinin
aritmetik ortalamasi 24.71 uM, heparinli tam kanlardan elde edilmis hemolizatlarda olusan analit
miktarinin aritmetik ortalamasi ise 27.92 uM olarak hesaplandi (Tablo 8). Bagimsiz gruplar t

testinde iki 6lglim arasinda anlamli fark tespit edilmedi (p=0.11).

Tablo 8. Kan alma tiiplerinin karsilastirilmasi (hemolizat)

EDTA [**Cs]-UDP-Gal (uM) Heparin [**Cs]-UDP-Gal (uM)

Orneklem boyutu 10 10
Aritmetik ortalama 24.7152 27.9216
Ortalama igin 95% giiven araligi 21.5134 - 27.9170 24.8680 — 30.9751
Varyans 20.0331 18.2209
Standart sapma 4.4758 4.2686
Ortalamanin standart hatasi 1.4154 1.3498
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Esit varyanslar i¢in F testi P =0.89

Fark 3.2063

Standart hata 1.9559

Farkin 95% gliven aralig1 -0.9028 7.3155

Test istatistik t 1.639

Serbestlik derecesi (DF) 18

2-tailed olasilik P =0.1185
40

B HEPARIN ®EDTA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sagliklt Goniillii Numarasi

w W
o wun

N
%]

[13C,]-UDP-GAL (uM)
w 5 5 8

o

Sekil 21. EDTA’l1 ve heparinli kan tiiplerinde 6l¢iilen analit miktarlar1 (hemolizat)

4.2.2. KKD Yontemi

1-10 numarali EDTA’l1 ve heparinli tiiplerden KKD 6rnekleri hazirlandi. KKD 6rnekleri
I’er kez calisildi. EDTA’D tiiplerden elde edilmis KKD 6rneklerinde olusan analit miktarinin
aritmetik ortalamasi 20.30 pM, heparinli tam kanlardan elde edilmis KKD &rneklerinde olusan
irtin miktarinm aritmetik ortalamasi ise 12.63 pM olarak hesaplandi (Tablo 9). Bagimsiz gruplar

t testinde iki 6l¢iim arasinda anlamli fark tespit edildi (p=0.0001).

Tablo 9. Kan alma tiiplerinin karsilastirilmasi (KKD)

EDTA [**Ce]-UDP-Gal (uM) | Heparin [**Cs]-UDP-Gal (uM)

Orneklem boyutu 10 10
Aritmetik ortalama 20.3004 12.6353
Ortalama i¢in 95% giiven araligi 17.6547 — 22.9461 10.5601 — 14.7105
Varyans 13.6786 8.4152
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Standart sapma
Ortalamanin standart hatasi

Esit varyanslar i¢in F testi
Fark

Standart hata

Farkin 95% giiven aralig1
Test istatistik t

Serbestlik derecesi (DF)
2-tailed olasilik

N w
(€] o

N
o

[13C,]-UDP-Gal (uM)
5 b

wv

3.6985 2.9009
1.1696 0.9173

P =0.481
-7.6651
1.4864

-10.7879 -4.5423
=5 57
18
P =0.0001

®m HEPARIN mEDTA

0"""““
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Saglikli Goniillii Numarasi

Sekil 22. EDTA’1 ve heparinli kan tiiplerinde 6l¢giilen analit miktarlar1 (KKD)

Sonu¢ olarak hemolizat yonteminde antikoagiilan g¢esidinin analit sinyalini (pik alani)
anlaml1 diizeyde etkilemedigi, KKD yonteminde ise EDTA’L tiiplerde analit sinyalinin daha
yiiksek oldugu belirlendi. Yontem validasyon calismalarinda EDTA’ll tam kan 6rneklerinin

kullanilmasina karar verildi. Ayrica bu ¢aligmada kor 6rneklerde herhangi bir analit sinyali tespit

edilmedigi i¢in ¢aligmanin devaminda kor drnekler igin ¢alisma yapilmadi.

4.3. Yontem Validasyon Caligmalari

4.3.1. Kalibrasyon Egrilerinin Cizilmesi

Analit pikinin egri altinda kalan alami, IS pikinin egri altinda kalan alanina oranlanarak

olusturulan kalibrasyon egrileri ve denklemleri sekil 23, 24 ve 25’te gosterilmistir.
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Sekil 23. Hemolizat matriksinde kalibrasyon grafigi
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Sekil 24. KKD matriksinde kalibrasyon grafigi
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Sekil 25. Matriks igcermeyen kalibrasyon grafigi

4.3.2. Olgiim Araliginin Alt ve Ust Smirlarinmn Belirlenmesi ve Dogrusallik

KKD ydntemi icin istedigimiz performans hedeflerini karsilayan 50 pM [**Cs]-UDP-
Gal; hemolizat yontemi i¢in 100 pM [**Cs]-UDP-Gal son konsantrasyonu dl¢iim araliginm iist
sinir1 kabul edildi (Tablo 10 ve 11). Daha yiiksek konsantrasyonlara yonelik %CV ¢alismasi
yapilmadi.
En diisiik seviyenin (0.6 uM) %CV’si her iki yontemde 20’den kiiciik bulundugu i¢cin 0.6
uM’dan daha diisiik seviyeler hazirlanarak caligma tekrarlandi. %CV’si 20°den kiiciik olan ve
kromatogramda sinyal/giiriiltii (S/N) oran1 >10 olan en diisiik seviye dl¢lim araligmin alt sinir1
olarak kabul edildi (Sekil 26 ve 27).

KKD ve hemolizat yontemi i¢in istedigimiz performans hedeflerini karsilayan 0.4 uM
[3Cs]-UDP-Gal son konsantrasyonu 6l¢iim araliginm alt smir1 (LLMI) kabul edildi (Tablo 12 ve
13). Daha diisiik konsantrasyonlarda %CV degeri 20’den biiyiik oldugu i¢in tabloya eklenmedi.
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Tablo 10. KKD ydntemi i¢in dl¢iim araliginin alt ve iist limitlerinde %CV degerleri

Kal.
(uM)

Diisiik
seviye
(0.6)
Diisiik
seviye
(0.8)
Yiiksek
seviye
(50)
Yiiksek
seviye
(100)

1.0l¢iim

0.18

0.22

11.10

30.10

2.0l¢iim

0.20

0.24

13.13

24.45

3.0l¢iim

0.15

0.21

12.56

31.54

4.0l¢iim

0.15

0.17

11.44

37.78

5.0l¢iim

0.16

0.18

12.67

22.95

Ortalama

alan

oranlari

0.17

0.20

12.18

29.36

Standart

sapma

0.02

0.03

0.86

5.94

%CV

11.75

15.04

7.11

20.24

Tablo 11. Hemolizat yontemi i¢in 6l¢iim araligmin alt ve st limitlerinde %CV degerleri

Kal.
(nM)

Diisiik
seviye
(0.6)
Diisiik
seviye
(0.8)
Yiiksek
seviye
(50)
Yiiksek
seviye
(100)

1.0l¢iim

0.16

0.18

19.4

34.56

2.0l¢iim

0.13

0.26

15.78

26.79

3.0l¢iim

0.15

0.22

18.45

30.35

4.0l¢iim

0.16

0.23

16.67

33.97

5.0l¢iim

0.16

0.21

15.17

26.13

Ortalama
alan
oranlarn

0.16

0.22

17.09

30.36

Standart
sapma

0.02

0.03

1.79

3.92

%CV

15

12.8

10.45

12.91
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Tablo 12. KKD ydntemi i¢in dl¢lim araliginin alt limitlerinde %CV degerleri

Ortalam
Kal. P P P P _— Standart
(M) 1.0Iciim @ 2.0lgiim 3.0l¢iim 4.0lciim  5.0l¢iim Oiaa::?;n sapma %CV
Diisiik
seviye 0.12 0.11 0.09 0.08 0.08 0.10 0.02 18.59
(0.4)
Diisiik

seviye 0.17 0.14 0.13 0.11 0.11 0.13 0.02 17.63
(0.5)

Tablo 13. Hemolizat yontemi i¢in l¢iim araligmin alt limitlerinde %CV degerleri

Ortalama

Kal. P P P _— P Standart

(M) 1.0l¢iim 2.0Igiim  3.0l¢iim = 4.Ol¢iim 5.0l¢ciim Orilnalr;n sapma %CV
Diisiik

seviye 0.09 0.10 0.11 0.14 0.10 0.11 0.02 18.26
(0.4)

Diisiik

seviye 0.10 0.12 0.16 0.11 0.13 0.12 0.02 17.18
(0.5)

SIN=92.21

Sekil 26. Olciim araligmin alt sinirinda hazirlanmig KKD kalibratriinde (0.4 uM) sinyal/giiriiltii

orani
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S/N =56.35

Sekil 27. Olgiim araliginin alt smirmda hazirlanmis hemolizat kalibratoriinde (0.4 pM)

sinyal/giiriiltli orani

Dogrusalligin gosterilmesi i¢in LLMI ve ULMI degerlerini igeren kalibrasyon grafikleri
cizildi. Grafiklerin R? degerleri 0.985’ten biiyiik oldugu i¢in hemolizat yontemi 0.4-100 uM
arasinda, KKD yontemi 0.4-50 uM aras1 dogrusal kabul edildi (Sekil 28 ve 29).

35
y = 0.3099x - 0.0088

30 R2=0.996

25

20

15

10

[13C¢]-UDP-Gal alany/IS alani

0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (uM)

Sekil 28. Hemolizat yonteminde dogrusallik grafigi
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y =0.2402x + 0.0246
R?=0,9987

[13C¢]-UDP-Gal alany/iS alam
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Sekil 29. KKD yonteminde dogrusallik grafigi

4.3.3. Recovery ve Matriks Etkisi Caligmalar1

Her ornek tipi i¢in iki seviye standardin matriks etkileri (%) ve geri eldeleri (%)
hesaplandi (Tablo 14, 15, 16, 17).

Tablo 14. EDTA’l tiiplerden elde edilmis KKD 6rneginin matriks etkisi (%) ve geri elde (%)

sonuglari
Seviyeler (uM) Matriks etkisi (%) Geri elde (%)
Diisiik seviye (1 pM) 92.43 96.41
Yiiksek seviye (20 pM) 87.26 91.07

Tablo 15. EDTA’l1 tiiplerden elde edilmis hemolizat 6rneginin matriks etkisi (%) ve geri elde

(%) sonuglar1

Seviyeler (uM) Matriks etkisi (%0) Geri elde (%0)
Diisiik seviye (1 pM) 112.92 91.99
Yiiksek seviye (20 pM) 113.12 93.94
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Tablo 16. Heparinli tiiplerden elde edilmis KKD 6rneginin matriks etkisi (%) ve geri elde (%)

sonuglari
Seviyeler (uM) Matriks etkisi (%) Geri elde (%)
Diisiik seviye (1 pM) 105.57 100.23
Yiiksek seviye (20 pM) 104.50 88.01

Tablo 17. Heparinli tiiplerden elde edilmis hemolizat 6rneginin matriks etkisi (%) ve geri elde

(%) sonuglar1

Seviyeler (uM) Matriks etkisi (%) Geri elde (%)
Diisiik seviye (1 pM) 115.04 100.80
Yiiksek seviye (20 pM) 108.89 90.03

Sadece EDTA’L tiiplerden elde edilmis KKD o6rneginin disiik ve yiiksek seviyede
sirastyla %7.57 ve %12.74 oraninda iyonlagsmay1 baskiladigi goriildii. Diger matriks ortamlarmin
iyonlagmay1 baskilayici bir etkisi gézlemlenmedi.

EDTA’L tiiplerden elde edilmis KKD ve hemolizat 6rneginde yapilan geri elde
calismalarinda diisiik seviye icin swrasiyla %96.41, %91.99; yiiksek seviye icin %91.07 ve
%93.44 geri elde saglandi.

Heparinli tiiplerden elde edilmis KKD ve hemolizat 6rneginde yapilan geri elde
calismalarinda ise diisiik seviye igin yaklasik %100; yiiksek seviye i¢in %88.01 ve %90.03 geri

elde sagland1.
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4.3.4. Tekrarlanabilirlik ve Stabilite

4.3.4.1. KKD Orneklerinin Tekrarlanabilirlik ve Stabilite Calismalar1
Gin ici tekrarlanabilirlik ¢aligmasi i¢in %100, %25 ve %5’lik KKD Ornekleri 7 kez
calisildi. Her seviye i¢in Olgiilen analit miktarinin ortalamasi (uM), standart sapmast ve %CV

degeri Tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18. KKD yo6ntemi giin igi tekrarlanabilirlik ¢caligmasi

KKD ornekleri [13(:6]%%?:!?(?; (M) Standart sapma %CV
%100 33.58 1.21 3.62
%25 4.54 0.42 9.31

%5 0.46 0.08 18.94

Giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi igin %100 ve %25’lik KKD 6rnekleri ardigik 5
giin boyunca giinde 3’er kez ¢alisildi. Her seviye i¢in 6lgiilen analit miktarinin ortalamasi (uM),

standart sapmasi ve %CV degeri Tablo 19°da verilmistir.

Tablo 19. KKD yo6ntemi giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

%100’liik KKD ornegi %25’lik KKD 6rnegi

1.Giin ortalama analit miktari 33.58 4.46
(uM) ' |

2.Giin ortalama analit miktar: 31.26 5.42
(uM) ' '

3.Giin ortalama analit miktar1 34.59 4.86
(uM) ' |

4.Giin ortalama analit miktar: 31.60 6.01
(uM) ' |

5.Giin ortalama analit miktar 31.98 5.56
(uM) ' |

5 giiniin ortalamasi 3260 5.26
(uM) ' |

Standart sapma 1.42 0.60

%CV 4.35 8.77
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Stabilite ¢alismasi igin farkli sicakliklarda muhafaza edilen KKD 6rnekleri O., 3., 10. ve
31. giinlerde analiz edildi. 31 giiniin sonunda dl¢iilen analit miktarnm (uM) ilk 6lgiime gore

%’lik degisimi Tablo 20°de verilmistir.

Tablo 20. KKD yontemi stabilite ¢alismast

0.Giin (uM) 3.Giin (uM) 10.Giin (uM) 31.Giin (uM) %°’lik degisim
-20°C 32.68 30.11 32.09 30.63 -%0.93
+4°C 32.68 29.34 30.48 29.92 -%0.91
Oda sicakhg 32.68 31.86 32.9 30.75 -%0.94

4.3.4.2. Hemolizat Orneklerinin Tekrarlanabilirlik ve Stabilite Calismalar:
Giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasi icin %100, %25 ve %]1°lik hemolizat 6rnekleri 7 kez
calisildi. Her seviye icin Olglilen analit miktarinin ortalamasi (uM), standart sapmasi ve %CV

degeri Tablo 21°de verilmistir.

Tablo 21. Hemolizat yontemi giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

Ortalama
Hemolizat érnekleri [©Ce]-UDP-Gal Standart sapma %CV
(uM)
%100 52.22 3.04 5.82
%25 7.21 0.25 3.51
%1 0.81 0.03 4.46

Giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi igin %100, %25, %5 ve %1’lik hemolizat
ornekleri ardisik 5 giin boyunca giinde 3’er kez ¢alisildi. Her seviye i¢in dl¢iilen analit miktarmin

ortalamasi (uM), standart sapmas1 ve %CV degeri Tablo 22°de verilmistir.
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Tablo 22. Hemolizat yontemi giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

%100°Lik %25’lik hemolizat =~ %35’lik hemolizat =~ %1’lik hemolizat
hemolizat 6rnegi ornegi ornegi ornegi
1.Giin ortalama
analit miktar 40.81 10.35 2.57 0.39
(uM)
2.Giin ortalama
analit miktar 49.76 12.71 2.20 0.38
(nM)
3.Giin ortalama
analit miktar 40.18 10.29 2.34 -
(eM)
4.Giin ortalama
analit miktar 4473 13.95 2.37 0.32
(eM)
5.Giin ortalama
analit miktar 48.64 13.89 2.59 0.39
(nM)
5 giiniin
ortalamast (uM) 44.82 12.24 2.41 0.37
Standart sapma 4.38 1.82 0.16 0.03
%CV 9.76 14.86 6.79 8.71

Stabilite ¢alismasi i¢in farkl sicakliklarda muhafaza edilen eritrosit peletleri 0., 3., 14.
ve 35. giinlerde analiz edildi. 35 giiniin sonunda 6lgiilen analit miktarmin (uM) ilk 6lglime gore

%’lik degisimi Tablo 23’te verilmistir.

Tablo 23. Hemolizat yontemi stabilite caligmasi

0.Giin (uM) 3.Giin (M) 14.Giin (uM) 35.Giin (uM) %’lik degisim
-20°C 52.65 52.24 52.12 52.12 -%0.01
+4°C 52.65 45.82 41.34 28.06 -%46.7
Oda sicakhg1 52.65 39.43 33.7 20.41 -%61.2

4.3.5. Secicilik
Sekil 30, 31, 32, 33’te matriks korlerine ve 6l¢lim araliginin alt sinirinda kalibratorlere

ait ornek kromatogramlar verilmistir.
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Sekil 32. Olgiim araliginin alt siirmda KKD kalibratérlerinde [*3Cg]-UDP-Gal ve IS pikleri
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Sekil 33. Olgiim arahiginmn alt sinirmda hemolizat kalibratdriinde [**Cs]-UDP-Gal ve 1S pikleri

Girisim etkisi (%) iki 6rnek tipinde de analit icin %20’den, IS icin %5’ten kiigiik

bulundu (Tablo 24 ve 25).

Tablo 24. KKD yonteminde girigim etkisi (%)

KKD matriks Kkorii LL'.V” KKD
kalibratorii
13~ 1. _
[°Ce]-UDP-Gal alan 0.08 8.2
ortamalari
iS alan ortalamalari 2.64 82

Tablo 25. Hemolizat yonteminde girisim etkisi (%)

Hemolizat matriks LLMI hemolizat
Korii Kalibratorii
[**Ce]-UDP-Gal alan
ortamalari 0.09 10
iS alan ortamalan 3.28 93

Girisim etkisi (%)

0.97

3.21

Girisim etkisi (%)

0.90

3.52
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4.3.6. Tagima (Carryover) etkisi

Olgiim araliginm {ist 6lgiim sinmrmda (ULMI) hazirlanmis  kalibratérlerin - hemen
ardindan yapilan KKD/hemolizat drnegi matriks korleri analizinde elde edilen analit ve IS
piklerinin alanlarinin ortalamalari, 6l¢iim araliginin alt sinirinda (LLMI:0.4 pM) hazirlanmis
kalibratdrde elde edilen analit ve IS pik alanlarinin %1’inden ve %3’iinden kiigiik bulundu (Tablo
26 ve 27).

Tablo 26. KKD yonteminde tagima etkisi ¢alismast

ULMTI’den sonra KKD

. ol LLMI KKD kalibratorii
matriks korii

[**C6]-UDP-Gal alan
ortamalari

0.05 8.2

IS alan ortalamalar 1.85 82

Tablo 27. Hemolizat yonteminde tasima etkisi ¢aligmasi

ULMUI’den sonra LLMI hemolizat
hemolizat matriks korii Kalibratorii

13C¢]-UDP-Gal al
[*Cs al alan

ortamalari 0.07 10
iS alan ortamalan 2.25 93

= Analit alani: 0.03
oz A w /) \ w om AN R AR . & VA A

IS alani:1.58

UDP-N Aseil Glukozamin
022




Sekil 34. Olgiim araligmin iist smirindan sonra analiz edilen KKD matriks kériinde [*3Cg]-UDP-
Gal ve IS pikleri

Ya
N

{
N

Analit alant: 0.1

IS alani: 2.37

149 BN
N s | M

Sekil 35. Ol¢iim araligmin iist sinirmdan sonra analiz edilen hemolizat matriks koriinde [**Ce]-

UDP-Gal ve IS pikleri

4.3.7. Referans Aralik Calismasi

Referans bireylerin yas ve cinsiyet ézellikleri

Saglikli 119 bireyden olusan ¢alisma grubunun yas dagilimui ile ilgili histogram ve kutu
grafigi Sekil 36 ve 37°de gosterilmistir. Buna gore saglikli bireylerin :

e Yas dagilimlari normal dagilima uygun degildir.

e Yasaraligi 1 ile 79 arasinda degismektedir.

e Yagslarinn aritmetik ortalamasi 16.35°tir (12.52-20.16 %95 giiven araliginda).

¢ Yaslarinin median degeri 5’tir (2-9 %95 giiven araliginda).

¢ Yarisindan fazlasi 0-10 yas arasindadir.

e 63’1 erkek 56’s1 kadindur.
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Sekil 36. Referans bireylerin yas dagilimi kutu grafigi
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Sekil 37. Referans bireylerin yas dagilim histogrami

Bireylerin tam kan ve hemolizat Hb konsantrasyonlar:
Calisma grubunun tam kan ve hemolizat Hb o6lgtimleri ile ilgili histogram Sekil 38 ve

39°da gosterilmistir. Buna gore saglikl bireylerin:
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Tam kan Hb konsantrasyonlar1 7 ile 18.9 g/dL arasinda degismektedir.

Tam kan Hb konsantrasyonlarinin aritmetik ortalamas: 11.3 g/dL’dir (11.25-12.02
%95 giiven araliginda).

Tam kan Hb konsantrasyonlarmin median degeri 11.7 g/dL’dir (11.2-12.06 %95
giiven araliginda).

Tam kan Hb konsantrasyonlar1 normal dagilim gostermektedir.

Hemolizat Hb miktarlar1 2.9 ile 3.6 g/dL arasinda degismektedir.

5 7 8 10 11 13 14 16 17 19 20
Tam Hb konsantrasyonu (g/dl)

Sekil 38. Referans bireylerin tam kan Hb konsantrasyonlarini gosteren histogram
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Sekil 39. ik 20 bireyin tam kan ve hemolizat Hb konsantrasyonunu arasindaki iliskiyi gdsteren
grafik

Bireylerin GALT aktivite (umol/grHb/saat) ol¢iimleri
2’den 120’ye kadar olan bireylerin (u¢ degerler ¢ikarilmadan) hemolizat ve KKD
orneklerinde GALT aktivitelerini gosteren histogramlar ve kutu grafigi Sekil 40, 41 ve 42°de

verilmistir. Histogramlar gorsel agidan normal dagilima uygun gibi goziikse de test sonucu

normal dagilima uygun degildi.
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Sekil 40. Referans bireylerin GALT aktivitelerini (hemolizat) gosteren histogram
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Sekil 41. Referans bireylerin GALT aktivitelerini (KKD) gosteren histogram
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Sekil 42. Referans bireylerde hemolizat ve KKD 6rneklerinin GALT aktivitelerini gdsteren kutu
grafigi (ortalamalar, %95 giiven aralig)

Hemolizat ve KKD yontemi GALT aktivitesi icin referans araliklarin belirlenmesi

Normal dagilima uygunluk gostermeyen ug¢ degerler tukey metodu ile belirlendikten
sonra hemolizat 6rneklerinden sagdan 3 bireye ait GALT aktivite 6l¢timii (20.68, 18.95, 17.78),
KKD o6rneklerinden ise sagdan 1 bireye ait GALT aktivite 6l¢timii (12.86) dislandi. Ug degerler
¢ikarildiktan sonra parametrik yontem kullanilarak referans araliklar olusturuldu. Hemolizat
GALT aktivitesi ve KKD GALT aktivitesinin alt ve {ist sinir referans araliklar1 ortalama+1.96*
SD olarak belirlendi.

Hemolizat GALT yontemi referans araliginm alt smir1 8.35 (%90 giiven aralig1 7.85 ve
8.8), ust smir1 15.73 (%90 giiven araligi 15.23 ve 16.23) olarak; KKD GALT yontemi referans
aralig1 referans araligmin alt1 sinir1 1.38 (%90 giiven araligi 1.10 ve 1.66), st smir1 5.55 (%90

giiven aralig1 5.27 ve 5.83) umol/grHb/saat olarak belirlendi (Tablo 28 ve 29, Sekil 43 ve 44).

Tablo 28. GALT aktivitesi referans araligi (hemolizat)

Degerlendirilen GALT aktivitesi pmol/grHb/saat (hemolizat)
Orneklem boyutu 115

En diisiik deger 8.1259

En yiiksek deger 17.0094

Aritmetik ortalama 12.0449

Median 11.9284
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cmd:SHOWXMINMAX?93
cmd:SHOWXMINMAX?70

Standart sapma 1.8828

Skewness (¢arpiklik) katsayisi 0.5204 (P=0.0237)
Kurtosis (basiklik) katsayisi 0.5066 (P=0.2433)
Kolmogorov-Smirnov test D=0.0784 (P=0.0793)
Normal dagilima gore referans araligi (%95, ¢ift taraflr)
Alt seviye 8.3547
90% Given aralig1 7.8530 - 8.8563
Ust seviye 15.7351
90% Given aralig1 15.2334 - 16.2367
18
€
16 ToBo
-1 ©
&
14 5
% Methods
12 e —— Normal dagilim
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10 %
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Sekil 43. GALT aktivitesi referans araliklarin1 gosteren kutu grafigi (hemolizat)

Tablo 29. GALT aktivitesi referans araligi (KKD)

Degerlendirilen GALT aktivitesi umol/grHb/saat (KKD)
Orneklem boyutu 118

En diisiik deger 1.3071

En yiiksek deger 6.3022

Aritmetik ortalama 3.4694

Median 3.3820

Standart sapma 1.0651

Skewness (¢arpiklik) katsayisi 0.2755 (P=0.2097)

Kurtosis (basiklik) katsayisi -0.1705 (P=0.7959)
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cmd:SHOWXMINMAX?18
cmd:SHOWXMINMAX?103

D=0.0609

Kolmogorov-Smirnov test P>0.10

Normal dagilima gore referans araligi (%95, ¢ift tarafli)

Alt seviye 1.3820
90% Given aralig1 1.1018 - 1.6621
Ust seviye 5.5569
90% Given aralig1 5.2768 - 5.8370
7
6
5
—— Normal dagilim
VIN) EG——G—G—G—G—G—G———_—" & & AN —————————————————_ R Persantil
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Sekil 44. GALT aktivite referans araliklarmi gosteren kutu grafigi (KKD)

Yas ve GALT aktiviteleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi

Yas dagilimi normal dagilima uygunluk géstermedigi i¢in bireylerin GALT aktiviteleri

ve yaslar1 arasindaki korelasyonun gdsterilmesinde spearman korelasyon testinden yararlanildi

(Tablo 30 ve 31; Sekil 45 ve 46). KKD orneklerinde, GALT aktivitesi ve yas arasinda anlamli bir

korelasyon yoktur (p=0.27). Hemolizat 6rneklerinde, GALT aktivitesi ve yas arasinda diisiik

derecede anlamli negatif bir korelasyon vardir (p=0.034).
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Tablo 30. GALT aktivitesi (KKD) ve yas arasindaki korelasyon

Y degiskeni
X degiskeni
Orneklem boyutu

Spearman'in korelasyon katsayisi derecesi (rho)

P degeri

GALT aktivitesi pmol/grHb/saat (KKD)

Yas

rho i¢in 95% giiven aralig1

119
-0.102
P=0.2717
-0.277 0.0799

Tablo 31. Hemolizat yonteminde bireylerin GALT aktivite sonuglar1 ve yaslar1 arasindaki

korelasyon
Y degiskeni
X degiskeni
Orneklem boyutu

Spearman'in korelasyon katsayisi derecesi (rho)

P degeri

GALT aktivitesi umol/grHb/saat (Hemolizat)

Yas

rho i¢in 95% giiven aralig1

118
-0.195
P=0.0342
-0.363 -0.0149
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Sekil 45. KKD yonteminde bireylerin GALT aktivite sonuglar1 ve yaslar1 arasindaki korelasyonu
gosteren serpilme diyagrami
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Sekil 46. Hemolizat yonteminde bireylerin GALT aktivite sonuglar1 ve yaslar1 arasindaki

korelasyonu gosteren serpilme diyagrami

Kadn ve erkeklerde GALT aktivitelerinin karsilastirilmasi
Erkek ve kadmlar arasinda enzim aktivitesi agisindan anlamli fark olup olmadigi
bagimsiz gruplar t test ile degerlendirildi. Bu teste gére hemolizat ve KKD yonteminde enzim

aktivitesi agisindan erkek ve kadinlar arasinda anlamli bir fark yoktur (Tablo 32 ve 33).

Tablo 32. Hemolizat yonteminde kadin ve erkeklerin GALT aktivitelerinin karsilastirilmasi

Hemolizat GALT akt.(Erkek) Hemolizat GALT akt.(Kadin)

pmol/grHb/saat umol/grHb/saat
Orneklem boyutu 63 55
Aritmetik ortalama 12.5003 11.9104
Ortalama i¢in 95% giiven araligi 11.9558 - 13.0448 11.3222 -12.4985
Varyans 4.6743 47331
Standart sapma 2.1620 2.1756
Ortalamanin standart hatasi 0.2724 0.2934
Esit varyanslar i¢in F testi P =0.957
Fark -0.5899
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Standart hata 0.4001

Farkin 95% giiven aralig1 -1.3824 0.2026
Test istatistik t -1.474
Serbestlik derecesi (DF) 116
2-tailed olasilik P =0.1431

Tablo 33. KKD yonteminde kadin ve erkeklerin GALT aktivitelerinin karsilagtirilmasi

KKD GALT akt.(Erkek) KKD GALT akt.(Kadin)

pmol/grHb/saat umol/grHb/saat
Orneklem boyutu 63 55
Aritmetik ortalama 3.6241 3.2923
Ortalama i¢in 95% giiven araligi 3.3668 - 3.8814 2.9962 - 3.5884
Varyans 1.0437 1.1996
Standart sapma 1.0216 1.0952
Ortalamanin standart hatasi 0.1287 0.1477
Esit varyanslar igin F testi P =0.594
Fark -0.3318
Standart hata 0.1950
Farkin 95% giiven araligi -0.7180 0.05436
Test istatistik t -1.702
Serbestlik derecesi (DF) 116
2-tailed olasilik P =0.0915

Referans bireylerin hemolizat ve KKD yontem sonuglar1 arasindaki korelasyonun

degerlendirilmesi

Bireylere ait hemolizat ve KKD yontem sonuglar1 varyans homojenligi gostermedigi i¢in

Welch'in t-testi ile degerlendirildi. Olgiimler arasinda anlamli fark tespit edildi (p < 0.0001).

Daha sonra pearson korelasyon analizi ile hemolizat ve KKD yontemlerinin birbirleriyle olan

korelasyonu incelendi ve serpilme diyagram yapildi (Sekil 47). 1ki yontem arasinda korelasyon

saptanmadi (p=0.0583) (Tablo 34).

Tablo 34. Referans bireylerin hemolizat ve KKD yontem sonuglari arasindaki korelasyonun

degerlendirilmesi

Y degiskeni Hemolizat GALT aktivitesi pmol/grHb/saat

X degiskeni KKD GALT aktivitesi pmol/grHb/saat

Orneklem boyutu 117
Korelasyon katsayisi r 0.1756
P degeri P=0.0583

I icin 95% giiven araligi -0.006153 0.3461
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Sekil 47. Referans bireylerin hemolizat ve KKD yOntem sonuglar1 arasindaki korelasyonu

gosteren serpilme diyagrami

4.4. Klasik Galaktozemi Hastalarinin LC-MS/MS ve Florometrik Yontem ile Analizi

4.4.1. Hastalarin Florometrik GALT Aktivite Sonug¢larinin Degerlendirilmesi
Tablo 35’te, 1’den 18’¢ kadar numaralandirilmis klasik galaktozemi hastalarmm KKD
orneklerinin florometrik yontem ile analiz sonuglar1 gosterilmistir. Klasik galaktozemili

hastalarm tamaminda GALT aktivitesi <3.5 U/gHb olarak belirlendi.

Tablo 35. Hastalarin florometrik yontem ile belirlenen GALT aktiviteleri

Hasta numarasi Florometrik GALT aktivitesi (U/gHb)
1 2.1

1.9

2.3

2.1

1.9

1.9

1.8

2

O NO Ol WN
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10
11
12
13
14
15
16
17
18

2.2

1.8
3.2
1.8
1.5

1.9
1.5

4.4.2. Hastalarin LC-MS/MS GALT Aktivite Sonuglarimin Degerlendirilmesi

1’den 18’e kadar numaralandirilmis klasik galaktozemi hastalarinin hemolizat ve KKD

ornekleri, LC-MS/MS ile Kkantitatif olarak o6l¢iildii. Hastalarda KKD ve hemolizat yonteminde

GALT aktivitesi saptanmadi. Sekil 48°de, KKD o6rneklerine ait 1, 2 ve 3 numarali hastalarin

kromatogrami 6rnek amagh verilmistir.
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Sekil 48. KKD yontemi ile analiz edilen 1, 2 ve 3 numarali hastalarin kromatogrami

4.5. Saglikl Bireylerin KKD Orneklerinin LC-MS/MS ve Florometrik Yontem ile Analizi

44’den 58’e¢ kadar numaralandirilmis saglikli bireylerin hemolizat ve KKD
orneklerindeki enzim aktiviteleri, LC-MS/MS ve florometrik yontem ile belirlendi. Saglikl
bireylerin florometrik GALT aktivite sonuglar1 3.5 U/gHb esik degerinin ¢ok iizerinde (aritmetik
ortalama 12.16 U/gHDb) tespit edildi. Esik degere en yakin deger 7.74 U/gHb idi (Sekil 49).
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Sekil 49. 44’den 58’e kadar numaralandirilmis saglikli bireylerin LC-MS/MS ve florometrik

yontem ile analiz sonuglarini igeren serpilme diyagrami
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Bir sonraki ¢alismada daha 6nce florometrik yontemle galisilmis ve sonucu esik degere
yakinlik gosteren 19 adet KKD &rnegi LC-MS/MS ile analiz edildi. Tablo 36’da florometrik ve
LC-MS/MS yontemleriyle analiz edilmis 19 KKD 6rneginin GALT aktivite sonuglar1 verilmistir.
7 ve 19 numarali orneklerin florometrik GALT aktivitesi 3.5 U/gHb’nin altinda 6lgiildii. Ayni
orneklerin LC-MS/MS GALT aktiviteleri ise 0.04 ve 0.27 pmol/grHb/saat olarak belirlendi
(Sekil 50). Bu bireylerde rezidiiel GALT aktiviteleri normalin %]1.1 ve %7.7’si kadar tespit
edildi. Rezidiiel GALT aktiviteleri, enzim aktivitelerinin ortalama enzim aktivitesine oranlanip
100 ile ¢arpilmasiyla hesaplandi (KKD yontemi GALT referans araligi ortalama degeri: 3.46
umol/grHb/saat).

Tablo 36. 19 adet KKD orneginin florometrik ve LC-MS/MS yontemleriyle dlgiilen GALT

aktiviteleri
Taranan KKD o6rnekleri Florometrik GALT aktivitesi LC-MS/MS GALT aktivitesi
(U/gHDb) (umol/grHb/saat)
1 6.3 4.03
2 4.19 1.97
3 4,72 2.13
4 8.80 3.88
5 6.05 3.14
6 5.92 2.33
7 1.77 0.04
8 6.78 1.38
9 9.29 3.52
10 7.17 4.42
11 7.72 2.92
12 8.89 6.34
13 8.44 3.26
14 10.54 4.37
15 5.13 3.19
16 6.61 2.45
17 7.37 2.10
18 7.63 2.36
19 2.65 0.27
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Sekil 50. 7 ve 19 numarali KKD 6rneklerine ait kromatogramlar

I’den 19’a kadar numaralandirilmis KKD 6rneklerinin LC-MS/MS ile florometrik
yontem sonuglar1 arasindaki korelasyon igin pearson korelasyon analizi uygulandi ve serpilme
diyagrami olusturuldu (Sekil 51). 44-58 numarali saglikli bireylerin aksine esik degere yakinlik
gosteren florometrik yontem sonuglarmi igeren 6rneklemde LC-MS/MS ile florometrik yontem

arasinda yiiksek derecede anlamli korelasyon tespit edildi (r=0.7519) (Tablo 37).

Tablo 37. LC-MS/MS ve florometrik yontem sonuglar1 (KKD) arasindaki korelasyon

Y degiskeni Florometrik GALT aktivitesi

X degiskeni LC-MS/MS GALT aktivitesi

Orneklem boyutu 19
Korelasyon katsayisi r 0.7519

P degeri P=0.0002

1 icin 95% giiven aralig1 0.4521 0.8991
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Sekil 51. KKD o6rneklerinin LC-MS/MS ve florometrik yontem ile analiz sonuglarini igeren

serpilme diyagrami

5. TARTISMA

Klasik galaktozemi, GALT aktivitesinin tam ya da tama yakin eksikligi ile karakterize,
otozomal resesif gegisli, kalitsal bir karbonhidrat metabolizmasi bozuklugudur. Kilasik
galaktozemiyi diger Leloir yolu enzim eksiklerinde gelisen hastalik durumlarindan ayiran en
onemli o6zelligi, yenidogan doneminde erken tan1 konulamayan olgularda mortalitenin yiiksek
oranda goriilmesidir. Eger erken donemde tani1 konur ve laktoz diyetten ¢ikarilirsa akut donemde
goriilen semptomlar hizla geriler ve mortalite Onlenebilir. Gegmisten giinimiize, GALT
aktivitesinin belirlenmesi i¢in birgok yontem kullanilmistir. Radyoaktif yontemler, zaman alici,
zahmetli ve tehlikeli oldugu i¢in giiniimiizde tercih edilmemektedir. Florometrik yontemler ise
tan1 ve yenidogan taramalarinda en sik tercih edilen yontem olmasina ragmen analitik a¢idan
yetersiz kalmaktadir. Bu durum, son yillarda GALT aktivite 6lgiimiinde LC-MS/MS metotlarini
on plana ¢ikarmustir (5). Bu bilgiler 1s1§inda ve ihtiyaglarimiz dogrultusunda, GALT aktivitesinin
KKD ve hemolizat orneklerinde yiiksek giivenirlik ve dogruluk ile tayin edilebilecegi, LC-
MS/MS temelli bir yontem gelistirilmesi ve bu yontemin validasyonu amaclandi. Farkli
antikoagiilan igeren kan toplama tiiplerinden elde edilen hemolizat ve KKD o&rneklerinde
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belirlenen enzim aktivitelerinin karsilastirilarak g¢alismaya en uygun tiip belirlendi. Saglikl
bireylerin ve klasik galaktozemi hastalarmm enzim aktiviteleri, gelistirilen LC-MS/MS yontemi
ve metabolizma laboratuvarinda rutin olarak kullanilan florometrik yontem ile belirlenerek
sonuglar yorumlanda.

Hemolizat ve KKD yontemleri i¢in 6rnek hazirlama prosediirleri prensip olarak birbirine
benzerdi. Bu kapsamda oncelikle, substratlari, 1S°1 ve calisma drnegini iceren karisim, 30 dk
inkiibe edildi ve enzimatik reaksiyonun durdurulmasi i¢in 5 dk kaynatildi. Enzimatik reaksiyon
sonucu kromatogramda elde edilen analit pik alani, IS pik alanma oranlanarak kantitasyon
saglandi. Daha sonra c¢alisilan yonteme gore enzim aktivitesi pmol/grHb/saat olarak hesapland.
Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda karsilasilan en biiyiikk problem, reaksiyon ortaminda
bulunan Hb konsantrasyonunun hesaplanmasiydi. Hemolizat yonteminde, her ¢alisma 6rneginin
Hb konsantrasyonunun ayri ayr1 olgiilmesi yerine, ortalama hemolizat Hb konsantrasyonunun
(3.3 g/dL) kullanilmasmin daha uygulanabilir oldugunu diistiniildii. KKD yonteminde ise 6rnegin
elde edildigi tam kanin Hb konsantrasyonu ile 3 mm’lik bir pangta bulunan Hb konsantrasyonu
hesaplandi. Li ve arkadaslarmin gelistirdigi LC-MS/MS temelli hemolizat GALT aktivite
yonteminde, ¢alismamiza benzer sekilde ortalama hemolizat Hb konsantrasyonu (3.5 gr/dL)
kullanilarak enzim aktivitesi hesaplanmistir (75). Ko ve arkadaslar1 ise 3 mm’lik pan¢ 6rneginin
deiyonize su ile ekstrakte edilmesinden sonra elde edilen eliiatta dlgiilen Hb konsantrasyonunu
kullanarak KKD ydnteminde enzim aktivitesini hesaplamistir. (73). Ornek hazirhignda diger
calismalardan en onemli farklilik noktamiz, IS’m calisma 6rneklerine substratlar ile birlikte
inkiibasyon Oncesi ilave edilmis olmasidir. Genel olarak hemolizat yonteminin 6rnek hazirligs,
KKD yontemine gore daha zahmetli ve yorucuydu. Ciinkli tam kandan eritrosit peleti elde etme
siireci ¢ok fazla zaman aliciydi. Ustelik eritrosit peletlerinin yogunlugu yiiksek oldugu igin
pipetleme islemlerinde hata yapilma olasiligi daha yiiksekti. Eppendorf tiipii, pipet ucu gibi
malzemeler bu yontemde daha fazla kullanildi. Bu asamada, KKD yonteminin daha uygulanabilir
ve pratik oldugunu diisiinmekteyiz.

Gelistirdigimiz yontemde, Xevo TQD cihazinda ototune algoritmasi kullanilarak ESi—
modda [*3Ce]-UDP-Gal ve UDP-N-asetilglikozaminin (IS) m/z oranlarina gore ana ve iiriin
iyonlar1 tespit edildi. Optimum LC parametreleri, pik yogunlugu ve sinyal/giiriiltii (S/N) oram
dikkate alinarak belirlendi. Acquity UPLC HSS T3 (1.8 um, 2.1*50 mm) kolon kullanildi. En iyi
intensitenin saglandigi mobil fazlar, akig programi %50-%50 izokratik olacak sekilde; mobil faz

(A) 5 mmol/L amonyum format iceren ACN, mobil faz (B) 5 mmol/L amonyum format igeren
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MS grade su olarak belirlendi. Analit ve IS igin belirlenen alikonma zamani 0.24+0.01 dk
olmasina ragmen, kolonun tekrar sartlanmasi i¢in enjeksiyonlar aras1 3 dk’lik fark birakildi.

Preanalitik donem ile iliskili olarak heparinli ve EDTA’l1 tiiplerin enzim aktivitesine
olan etkisinin incelenmesi icin 10 farkli saglikli bireyden toplanmis hemolizat ve KKD
orneklerinin  GALT aktiviteleri belirlendi. Hemolizat orneklerinin analizinde, EDTA’lI ve
heparinli tiipler arasinda enzim aktivitesi agisindan anlamli fark tespit edilmezken; EDTA’l1
tiiplerden elde edilmis KKD orneklerinde analit miktari, heparinli tiiplerden elde edilene gore
yaklagik 1.6 kat yiiksek tespit edildi. ACMG standartlar1 ve rehberi GALT aktivite analizinde
antikoagiilan igeren tam kan drneklerinin kullanilabilecegini belirtmistir fakat GALT aktivitesinin
LC-MS/MS ile belirlenmesinde bugiine kadar sadece heparinli tiipten elde edilmis hemolizat
ornekleri kullanilmustir (72,75).

Yontem validasyon calismalarinda kullanilan kalibratorlerin hazirlanmasinda, saglikli
bir bireyin hemolizat ya da KKD 6rnegi kullanilarak ¢alisma 6rnekleriyle benzer matriks ortami
sagland1. Orneklerdeki enzim aktivitesinin girisim etkisinin engellenmesi igin normal ¢alisma
prosediirlerinde kullanilan substratlarin yerine ayni hacimde su kullanildi. Bu kapsamda, hig
enzim aktivitesi olmayan hasta Ornekleri ¢alismalarda kullanilabilirdi fakat toplanan hasta
ornekleri smirli sayida oldugu i¢in tercih edilmedi. Bir diger alternatif ise enzimin kaynatilarak
denatiire edilmesi olabilirdi ancak is ylikiinii artiracagi i¢in bu alternatif de tercih edilmedi.

Gelistirdigimiz hemolizat yonteminde dogrusal aralik 0.4-100 uM (R?=0.996), KKD
yonteminde ise 0.4-50 uM (R?>=0.9987) arasindaydi. Ol¢iim araliginm alt sinir1 her iki yontem
icin 0.4 puM; Olglim araliginin {ist siir1 hemolizat yonteminde 100 uM, KKD yénteminde 50 uM
olarak belirlendi. Bu degerler hemolizat yontemi i¢in normal GALT aktivitesinin %1.1 ile
%280’1 arasina, KKD yontemi i¢in ise normal GALT aktivitesinin %2.4 ile %310’u arasina denk
gelmektedir. Bagka bir ifadeyle hemolizat yonteminde, normal enzim aktivitesinin %1.1’inden;
KKD yonteminde, %2.4’tinden kiigiik oldugu durumlar yiiksek giivenirlik ve dogruluk ile tespit
edilemedi. Ciinkii LLMI degerinin altindaki konsantrasyonlarin %CV’leri 20 nin iizerindeydi. Li
ve arkadaslar1 gelistirdikleri yontemde, hemolizat GALT aktivitesinin dogrusal araligin1 0.045-50
uM (R?=0.9973) arasinda ve LLMI degerini normal enzim aktivitesinin %0.16’s1 olarak
belirlemiglerdir (75).

Matriks etkisi ve geri elde caligmalarinda diisiik (1 uM) ve yiiksek (20 uM) olmak {izere
iki seviyede analit igeren ornekler kullanildi. Sadece EDTA’l tiiplerden elde edilmis KKD

orneginin, diisiik ve yiiksek seviyede swrasiyla %7.57 ve %12.74 oraninda iyonlasmay1
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baskiladig: tespit edildi. Genel anlamda matriks ortaminin iyonlasmayi baskilamadigi izlendi.
EDTA’1 tiiplerden elde edilmis KKD ve hemolizat 6rneginde yapilan geri elde ¢alismalarinda,
diistik seviye i¢in sirasiyla %96.41, %91.99, yiiksek seviye i¢in %91.07 ve %93.44; heparinli
tiiplerden elde edilmis KKD ve hemolizat 6rneginde yapilan geri elde ¢aligmalarinda ise diisiik
seviye i¢in yaklasik %100, yiiksek seviye igin %88.01 ve %90.03 geri elde saglandi. Genel
anlamda, geri elde oranlarimiz %90’1n {izerindeydi diyebiliriz. Li ve arkadaslar1 bes farkli
hemolizat 6rnegiyle yaptiklar1 geri elde ¢alismasinda diisiik seviye igin %98, yiikksek seviye i¢in
%105 geri elde saglamistir (75). Ko ve arkadaslar1 ise hemolizat 6rneginin iki seviyede yaklagik
%?2 oraninda iyonlagsmay1 baskiladigini tespit etmistir (72).

Tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 kapsaminda giin igi ve giinler arasi tekrarlanabilirlik
calismalar1 yapildi. Bu caligmalarda tam kan Orne8inin SF ile seyreltilip Gutrie kartma
damlatilmasiyla elde edilen KKD 6rnekleri ve tam kan 6rneginden elde edilen eritrosit peletinin,
eritrosit lizis tamponuyla seyreltilmesiyle hazirlanan hemolizat 6rnekleri kullanildi. KKD
ornekleri %100, %25, %5 ve %1 olarak hazirlamis olmasina ragmen, %1’lik KKD 6rnegindeki
GALT aktivitesinin degerlendirilmesinin saglikli olmadig diisiiniildiigii i¢in ¢calismadan ¢ikarilda.
Seyreltme islemi 6rnegin hematokrit degerini ¢ok diisiirmesi, seyreltilmis kan damlasmin Gutrie
kartinda normalden daha genis ve yiizeysel bir sekilde yayilmasina yol acti. Seyreltilmis kan
damlasi, kartin karsi yiizeyine ulasmadigi i¢in homojen olmayan KKD 6rnekleri elde edildi. %5
ve %25’lik KKD orneklerinde de aynmi problemle karsilasilsa da tekrarlanabilirlik agismdan
degerlendirilmesinde bir sakinca goriilmedi. Eger tiim orneklerde hematokrit degerinin sabit
tutularak sadece enzim miktarmin seyreltilmesi basarabilseydi %25°lik KKD 6rneginde olusan
analit miktarin %5’lik KKD o6rneginde olusan analit miktarinin bes kati olarak bulunabilirdi.
KKD giin i¢i tekrarlanabilirlik calismasinda %100, %25 ve %5’lik Orneklerinin %CV’leri
sirasiyla 3.62, 9.31, 18.94; giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasinda %100, %25°lik 6rneklerin
ise 4.35 ve 8.77 olarak hesaplandi. Ko ve arkadaslar1 tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda yenidogan
taramalar1 kapsaminda toplanmis topuk kan1 KKD 6rneklerini kullanmistir. Bu ¢alismalarda giin
ici tekrarlanabilirlik (n=10) %CV’si 8.4, ardisik on giinde yapilan giinler aras1 tekrarlanabilirlik
%CV’si ise 13.2 olarak hesaplanmustir (73). Hemolizat 6rneklerinin giin i¢i tekrarlanabilirlik
calismasinda %100, %25 ve %1’°lik o6rneklerin %CV’leri sirasiyla 5.82, 3.51, 4.46; giinler aras1
tekrarlanabilirlik ¢alismasinda %100, %25, %5 ve %1°lik 6rneklerin %CV’leri ise sirasiyla 9.76,
14.86, 6.79 ve 8.71 olarak hesaplandi. Ko ve arkadaglarinin hemolizat 6rnegi (%100) ile
gerceklestirdikleri ¢alismada, giin ici tekrarlanabilirlik (n=10) %CV’sini 9.9, ardisik bes giinde
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yapilan giinler arasi tekrarlanabilirlik %CV’sini ise 16.8 olarak hesaplanmistir (72). Li ve
arkadaslari, hemolizat tekrarlanabilirlik ¢alismasmda %100, %25, %5 ve %0.5’lik hemolizat
orneklerini kullanmis ve %CV degerlerini bizim ¢alismamiza benzer bir sekilde bulmustur (75).

Hemolizat ve KKD o6rneklerinin farkli saklama kosullarinda (-20 °C, +4 °C ve oda
sicakligi) stabilitesi, bir ay icinde yapilan dort farkli analiz ile degerlendirildi. Bir ay sonunda
Olclilen analit miktarinin ilk Olgiime gore %’lik degisimi hesaplandi. KKD oOrnekleri farkli
saklama kosullarinda oldukga stabildi. Oda sicakliginda ve +4 °C’de muhafaza edilen eritrosit
peletlerinin enzim aktiviteleri ilk Slgiime gore sirasiyla %61.2 ve %46.7 oraninda azaldi. -20
°C’de saklanan eritrosit peleti ise 35 giiniin sonunda stabildi. ACMG kilavuzu +4 °C’de veya oda
sicakliginda saklanan tam kan 6rneginin 2 hafta stabil oldugunu belirtmis olsa da, 1siya duyarl
baz1 patolojik alellerin etkilenmemesi agisindan, tam kan 6rneklerinden derhal eritrosit peleti elde
edilerek -20 °C’de ya da daha diisiik bir sicaklikta saklanmasi gerektigini Onermistir. Ayrica
KKD o6rneklerinin 2 haftaya kadar sogukta stabil oldugunu, daha yiiksek sicaklikta ve nemli
ortamda enzim aktivitesinin azaldigin1 vurgulamistir (5). Adam ve arkadaslar1, 32 giin 37 °C’de
(diisiik nem oraninda) saklanan KKD o6rneginin GALT aktivitesinin %60’dan fazla azaldigini
belirtmistir. Ayn1 ¢alismada -20 °C’de nem kontrolii olmayan derin dondurucuda 6 ay saklanan
Ornegin enzim aktivitesinde azalma olmamustir (95). Freer ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada
GALT aktivitesinin yaz aylarinda, kis aylarina gére %20°den daha fazla azaldig tespit edilmistir
(96). Stabilite galismasinda oda sicakligi saklama kosullarindaki KKD 6rnekleri, agzi kapali, 151k
almayan bir zarf icinde saklandi. Ekim ayinda izmir’de nem orani ortalamasi %67 olmasina
ragmen KKD 6rneginin enzim aktivitesi 31 giliniin sonunda sadece %0.94 oraninda azald1 (97).

Secicilik ¢alismasi i¢in analit ve IS icermeyen matriks korleri ve LLMI degerinde
hazirlanan kalibratorler 6’sar kez analiz edildi. KKD ve hemolizat korlerinin higbirinde LLMI
degerinde hazirlanmis kalibratdrlerde elde edilen analit sinyalinin %20’sinden; IS sinyalinin
%5’inden bilyiik, analit ya da IS sinyali elde edilmedi. Tasima etkisi caligmasi icin ise ULMI
degerinde hazirlanmig kalibratorlerin hemen ardindan yapilan matriks korleri analizinde elde
edilen analit sinyallerinin ortalamasi, LLMI degerinde hazirlanmis kalibratérden elde edilen
analit sinyalinin %]1’inden; IS sinyallerinin ortalamasi ise LLMI degerinde hazirlanmis
kalibratorden elde edilen IS sinyalinin %3’iinden kiiciik bulundu. Bu degerler validasyon
kriterlerine uygundur (92).

LC-MS/MS ile GALT aktivitesinin belirlenmesinde KKD ve hemolizat yontemleri igin

iki farkli referans araligr olusturuldu. 63°i erkek 56’s1 kadin olmak iizere toplam 119 birey
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caligmaya dahil edildi. Hemolizat GALT aktivitesi referans araliginin alt sinir1 8.35 (%90 giiven
araligr 7.85 ve 8.8), tist smnir1 15.73 (%90 giliven araligr 15.23 ve 16.23) olarak; KKD GALT
aktivitesi referans araligmin alt sinir1 1.38 (%90 giiven araligi 1.10 ve 1.66), st sinir1 5.55 (%90
giiven araligi 5.27 ve 5.83) umol/grHb/saat olarak belirlendi. Enzim aktivitesi analizlerinde
cinsiyet agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadigindan, erkek ve kadm i¢in ayni
referans aralik kullanildi. KKD enzim aktivitesi ve yas arasinda anlamli bir korelasyon tespit
edilmedi. Hemolizat enzim aktivitesi ve yas arasinda diisiik derecede anlamli negatif korelasyon
tespit edilmesine ragmen, referans bireylerin yas dagilimi homojen olmadig i¢in yas araliklarina
gore referans aralik belirlenmedi. Bireylerin hemolizat ve KKD GALT aktiviteleri arasinda bir
iligki ve korelasyon saptanmadi. Ortalama+SD olarak ifade etmek gerekirse sirasiyla KKD ve
hemolizat yonteminde GALT aktivitesi; 3.46+1.06, 12.04+1.88 olarak belirlendi. Iki yontem
arasindaki farkin 3 mm’lik KKD 06rnegininin yetersiz ekstraksiyonundan kaynaklandigi ve
yontemlerin kendi i¢indeki 6l¢timler ile degerlendirilmesinin daha dogru oldugu disiiniildii. Li
ve arkadaslar1 rastgele toplanan 33 saglikli birey ile yaptiklari ¢alismada, hemolizat GALT
aktivitesinin ortalama degerini 23.3+4.2 pmol/grHb/saat olarak belirlemistir (75). Bu deger bizim
belirledigimiz ortalama degerin yaklasik iki katidir. ACMG ve CLSI kilavuzlar1 her laboratuvarin
kendi referans araligini olusturmasi gerektigini, referans araligin toplumdan topluma degiskenlik
gosterebilecegini belirtmistir (5). Bu farkin, toplumlar ya da referans bireylerler arasindaki
farkliliklar ile iliskili de olabilecegi diistiniildii.

Yontem validasyon ¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra hasta ve saglikli bireyler hem
gelistirilen LC-MS/MS yontemiyle hem de metabolizma laboratuvarinda kullanilan florometrik
yontemle analiz edildi. Enzim aktivite sonug¢lar1 yorumlandi ve iki yontem arasindaki korelasyon
arastirildi. Bu analizlerde dogrudan metot karsilastirilmasi yapilmamasinin nedeniyse yontem
prensipleri ve enzim aktivite birimlerinin birbirinden farkli olmasiydi. Metabolizma
laboratuvarinda GALT aktivite olgtimlerinde PerkinElmer GALT Kiti kullanildi ve KKD
orneklerinde enzim aktivitesi U/gHb olarak ifade edildi. Gelistirdigimiz LC-MS/MS yonteminde
ise enzim aktivitesi hem KKD hem de hemolizat 6rneklerinde umol/grHb/saat olarak belirlendi.
LC-MS/MS ile analiz edilen klasik galaktozemi hastalarina ait KKD ve hemolizat 6rneklerinde
herhangi bir enzim aktivitesine rastlanmadi. Bu hastalarin florometrik yontem ile belirlenen
enzim aktiviteleri 1.5-3.2 U/gHb arasinda degismekte ve sonuglarm tamamu kitte belirtilen esik
degerin altindaydi (esik deger: 3.5 U/gHDb). Saglkli bireylerin analizlerinde ise klasik

galaktozemi olmadig1 bilinen iKki bireyin enzim aktivite sonuglar1 dikkat ¢ekiciydi. Florometrik
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yontem ile enzim aktiviteleri esik degerin altinda olan, genetik profilleri heniiz belirlenmemis
bireylerin LC-MS/MS ile enzim aktiviteleri normalin %1.1°1 ve %7.7’si olarak tespit edildi. Bu
durum florometrik yontemin diigiikk enzim aktivitelerinde yetersiz kaldigmi ispatlar niteliktedir.
Rezidiiel enzim aktivitelerinin kantitatif olarak LC-MS/MS ile o6lgiilmesinin Klinisyenlerin
hastaligi degerlendirmeleri igin daha yararli olacag: fikrindeyiz. Korelasyon analizlerinde ise
sadece diigilk enzim aktivitelerinde iki yontem sonuglarinin birbiriyle korelasyon gosterdigi
belirlendi. Daha ¢ok sayida saglikli bireyin iki yontem ile analiz edilmesiyle korelasyonun daha

saglikli degerlendirilebilecegi diisiiniildii.
6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada hemolizat ve KKD 6rneklerinde, eritrosit i¢i GALT aktivitesinin, yiiksek
giivenirlilik ve dogruluk ile tayin edilebilecegi LC-MS/MS temelli bir yontem gelistirildi. Mevcut
imkanlar ve kaynaklarla ulastigimiz performans verileri tatmin edicidir. Calisgmanin Ssonuglari
kisaca su sekilde 6zetlenebilir:

e LC kosullarinin optimizasyonu sonucu akis gradienti izokratik (%50-50), 5mM amonyum
format igeren ACN/su ¢Ozgenleri, en iyi intensitenin saglandigi sistem olarak belirlendi.
Analit ve IS igin alikonma zamani1 0.24+0.01 dk, toplam &l¢iim siiresi 3 dk’yd.

e Hemolizat yonteminde dogrusal aralik 0.4-100 pM (normalin %1.1-%280’1), KKD
yonteminde 0.4-50 uM (normalin %2.4-%310’u) arasindaydi.

e ki farkli seviyede yapilan geri elde ¢alismalarinda yaklasik %90’nin iizerinde geri elde
saglandu.

e EDTA’l tiiplerden elde edilmis KKD 6rnegi disinda, genel anlamda iyon baskilama tespit
edilmedi.

e KKD giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasinda %100, %25 ve %5’lik orneklerinin %CV’leri
sirastyla 3.62, 9.31, 18.94; giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasinda %100, %25’lik
orneklerin ise 4.35 ve 8.77 olarak hesaplandi.

e Hemolizat giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda %100, %25 ve %1’lik 6rneklerin %CV’si
sirastyla 5.82, 3.51, 4.46; giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢calisgmasinda %100, %25, %5 ve
%1°lik orneklerin ise 9.76, 14.86, 6.79 ve 8.71 olarak hesaplandu.

o KKD ornekleri farkli saklama kosullarinda 31 giin boyunca oldukga stabildi. Oda sicakliginda

ve +4 "C’de muhafaza edilen eritrosit peletlerinin ilk dl¢lime gore sirastyla enzim aktiviteleri
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%61.2 ve %46.7 oraninda azaldi. -20 °C’de saklanan eritrosit peleti ise 35 giiniin sonunda
stabildi.

Secicilik ve tagima etkisi ¢aligmalar1 performans kriterlerine uygundu.

Hemolizat yontemi GALT aktivitesi referans araligi 8.35-15.73, ortalama (SD) 12.04 (3.68)
umol/grHb/saat olarak belirlendi.

KKD yontemi GALT aktivitesi referans araligi 1.38-5.55, ortalama (SD) 3.46 (2.07)
umol/grHb/saat olarak belirlendi.

Hemolizat ve KKD yOdnteminde enzim aktivitesi agisindan erkek ve kadinlar arasinda anlamli
bir fark tespit edilmedi.

GALT aktivitesi ve yas arasinda genel anlamda anlamli bir korelasyon tespit edilmedi.
Hemolizat ve KKD ydnteminde enzim aktivitesi agisindan erkek ve kadmlar arasinda anlamli
bir fark tespit edilmedi.

LC-MS/MS ile analiz edilen klasik galaktozemi hastalarina ait 6rneklerinde herhangi bir
enzim aktivitesine rastlanmada.

LC-MS/MS’in diisiik enzim aktivitelerinde kantitatif sonuglar verebildigi belirlendi.
Calismalarda, GALT aktivitesinin tayini i¢in en uygun Ornegin KoEDTA igeren tam kan

ornegi oldugu belirlendi.

Yaptigimiz calismalar 151¢inda Onerilerimiz ise sunlardir:

UDP-N-asetilglikozamin (iS) yerine izotop isaretli bir IS kullanilmasi daha diisiik enzim
aktivitelerinin belirlenmesine olanak saglayabilir.

EDTA ve heparinin dogrudan kullanilmasiyla yapilacak olan interferans galigmalari, bu
antikoagiilanlarin GALT aktivitesi lizerine olan etkilerinin anlasilmasi adina faydali olabilir.
Tam kan Orneginden eclde edilen eritrosit peletinin -20 °C’de muhafaza edilmesi enzim
aktivitesinin korunmasi a¢isindan daha dogru olacaktir.

KKD yontemi, hemolizat yontemine gore daha pratik ve kullanighidir. Eger KKD 6rnekleri
topuk kanindan dogrudan elde edilirse enzim aktivitesinin pmol/grHb/saat olarak
belirlenmesinde karsilagilabilecek en biiyiik problem, Hb konsantrasyonunun olgiilmesi
olacaktir. Bu sorun, Hb konsantrasyonunun, KKD 6rneginin ekstrakte edilmesinden sonra
Olglilmesiyle agilabilir. Alternatif olarak enzim aktivitesinin, pang basina diisen analit miktar1

(analit/pang) olarak belirlenmesi, yontem pratikligini artirabilir. Boylece Hb miktarimimn
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1.

Olciilmesine gerek kalmayacagini ve yenidogan taramalarinda kullanilmasi durumunda hiz
kazandiracagini diistinmekteyiz.

Referans araligi calismalarina daha fazla sayida bireyin dahil edilmesi ve bu bireylere diglama
ve secim kriterleri uygulanarak referans araligmm belirlenmesi daha saglhikli bir
degerlendirmenin Oniinii agacaktir.

MSMS teknolojilerinin kullanilmasiyla yenidogan taramalarinda devrim yasanmig ve taranan
hastaliklarin sayis1 hizli bir artis gostermistir (81). HHS nin 6nerdigi 34 hastalig1 igine alan
tarama panelinin 32’si KKD Ornekleri ile yapilmakta ve bu Orneklerin biiyik bir
cogunlugunun analizinde MSMS kullanilmaktadir. Klasik galaktozemi, bu panel i¢inde yer
alan metabolik hastaliklardan biridir. Giiniimiizde klasik galaktozemi taramalarinda analitik
olarak yetersiz olmasina ragmen GALT aktivitesinin belirlenmesinde florometrik yontemler
tercih edilmektedir (85). Eger Oniimiizdeki yillarda Ulusal Yenidogan Tarama Programi
genigletilirse klasik galaktozeminin gelistirdigimiz yontemle diger metabolik hastaliklarla
birlikte taranabilmesi miimkiin olacaktir. Bu konuda maliyet etkinlik ¢alismalarina ihtiyag
vardir. Gelistirdigimiz yontem tarama testi olarak kullanilmasa dahi dogrulama testi olarak
kullanilabilir. Yenidogan taramalarinda, florometrik yontem ile belirlenmis GALT aktivite
olgtimlerinde diistiklikk saptandiginda, ilave 6rnek ihtiyaci olmaksizin aynt KKD 6rneginden
enzim aktivitesinin dogrulanmasi1 miimkiin olacaktir. Bu sayede klasik galaktozemi tanisi
erken ve hizli bir sekilde saglanabilir. Sonu¢ olarak bu calismada gelistirilen yontemin
yenidogan taramalarinin bir pargasi olarak kullanilabilecegi ve taramalarin etkinligini
artrracagi distiniilmektedir.

Gelistirdigimiz yontem hastanemizde Klasik galaktozeminin ve GALT eksikliginin ayirici
tanisinda giivenle kullanilabilecek ve tani slirecini kolaylastiracaktir.

Diger metabolik hastaliklarda oldugu gibi galaktozemi de genetik heterojenlik gosterir (59).
Cok diisiik konsantrasyonlardaki rezidiiel GALT aktivitesinin gelistirilen yontemle kantitatif
olarak tespit edilmesi molekiiler yontemlerle birlikte bu hastaligin fenotipik 6zelliklerinin

aydinlatilmasina katki saglayacaktir.
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