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KISALTMALAR

FAH
TAT
4-HFPA
4-HFLA
4-HFAA
4-HFPD
4-HSAA
SA

SAA
AFP
TT1
GC-MS
NTBC
EMA
CTAB
PDCA
SDS

LC

CE
KMH
ALT
AST
GGT
MEKC

: Fumarilasetoasetat hidrolaz

: Tirozin aminotransferaz

: 4-Hidroksifenilpiruvikasit

: 4-hidroksifenillaktik asit

: 4-hidroksifenilasetik asit

: 4-hidroksifenilpurivat dioksigenaz
: 4- OH-sikloheksilasetik asit

: Siiksinilaseton

: Siiksinilasetoasetat

: Alfa-fetoprotein

: Tirozinemi tip |

: Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi
: 2-(2-nitro-4-triflurometilbenzoil)-1,3-sikloheksanodion
: Etilmalonik asit

: Setil tri metil amonyum bromid

: 2,6- piridin dikarboksilik asit.

: Sodyum dodesil siilfat

: Siv1 ( Likit ) Kromatografisi

: Kapiler Elektroforez

: Kalitsal Metabolizma Hastaliklar1
: Alanin transaminaz

: Aspartat transaminaz

: Gama glutamil transpeptidaz

: Misel Elektrokinetik Kromatografi
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METABOLIK HASTALIKLARIN TESHiISINDE KAPILER
ELEKTROFOREZ

OZET

“Kalitsal Metabolizma Hastaliklar1” ( KMH ), anne ve babadan kalitsal olarak gecen
ve cok nadir goriilen hastaliklardir. Ancak cok sayida degisik tipte kalitsal metabolik
hastalik bulundugundan, hepsi birlikte degerlendirildiginde diinyada yilda dogan
metabolik hastalikli ¢cocuk sayis1 oldukga fazladir. Tiirkiye'de akraba evliliklerinin
fazla olmasi nedeni ile kalitsal metabolizma hastaliklart nin bir boliimiiniin siklig
diinya ortalamalarinin iizerindedir.

Kalitsal metabolizma hastaliklarina erken tani konmasi ¢ok o©nemlidir. Klinik
belirtilerin cogu kez 0zgiin olmamasi nedeni ile KMH 'min bir¢ogunun tanisi
atlanmaktadir. Son yillarda yeni analiz cihazlarinin ve yontemlerinin gelistirilmesi ile
bu acik kapatilmaktadir. Metabolik hastaliklarin hizli tanis1 gereksinimine baglantili
olarak; hizli, giivenilir ve ekonomik alternatif analiz yOntemlerinin gelistirilmesi
onem kazanir. Kapiler elektroforez, hizli yontem gelisimi, az madde kullanima,
ayirma kolonlarinin ucuzlugu, cihaz maliyetinin uygunlugu ve yiiksek ayirma etkin
bir analiz teknigidir. Bu ¢alismada bu teknigin farkli metabolik hastaliklarin tanisina
uygulanmas1 amaclanmugtir.

Tirozinemi tip I ve etilmalonik asidiiri kalitsal metabolik hastaliklar arasinda gerek
tanida yasanilan giicliikler gerekse tedavi edilebilirlik giicliikleri agisindan Onem
tastyan iki onemli Kalitsal Metabolizma Hastalig tiiriidiir. Bu calismada, 1:
Tirozinemi tip I’ in tamist icin bu hastaligin belirleyicisi bir metabolitin
siiksinilaseton’un idrarda tayini; 2: Etilmalonik asidiiri’ nin belirleyicisi olan bir
metabolitin, etilmalonik asidin idrarda tayini; 3: Son on senedir Tirozin tip I li
bebekler iizerinde kullanilan ancak halen deneme asamasinda olan ve serumdaki
miktar1 bu hastalik nedeniyle olusan metabolitleri bastirmada ve agir karaciger
tahribattn1 ~ Onlemede  dikkatle tayin  edilmesi  gereken  2-(2-nitro-4-

triflorometilbenzoyl)-1,3-sikloheksanedion, (NTBC)’ isimli ilacin hasta serumunda
tayini icin kapiler elektroforetik yontemler gelistirilmistir.

Yontem validasyonu yapilarak, gelistirilen kapiler elektroforez yontemlerin
uygulamasi hasta idrar ve serum Ornekleri iizerinde uygulanarak, iki kalitsal
metabolizma hastaliginin teshisinde ve ila¢ tedavisi siiresince hasta izlenmesinde
hizli, kolay, ucuz, basit ve klinik caligmalar i¢cin uygun teknikler oldugu ortaya
konmustur.
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DIAGNOSIS OF METABOLIC DISEASES BY CAPILLARY
ELECTROPHORESIS

SUMMARY

“Inborn metabolic diseases” are rare diseases which are mostly paternally inherited.
There are many different kinds of inborn metabolic diseases and many children born
with this type of disease every year. Because of the relatively high incidence of
consanguineous marriages in Turkey, prevalence of some inborn metabolic diseases
is higher than the rest of the world. Early diagnosis is very important in inborn
metabolic diseases. Because of nonspecific clinical signs, the patients are mostly
misdiagnosed with other more frequent diseases. Improvements in the diagnosis of
inborn metabolic diseases have been achieved with newly developed equipments and
methods. With the need of quick diagnosis, fast, safe, and economic analytic
methods have gained importance. Capillary electrophoresis is an effective analysis
technique with quick improvement in method, use of lesser material, inexpensive
separating colons, favorable cost of equipment, and high separation rates. In this
study, we aimed to apply this method to the diagnosis of different metabolic diseases.

Tyrosinemia type I and ethylmalonic aciduria are two important metabolic diseases
which present difficulties both in diagnosis and treatment. In this study, we describe
new capillary electrophoretic tecniques for 1: Succinylacetone, a diagnostic
metabolite of tyrosinemia, 2- Ethylmalonic acid, a diagnostic metabolite of
ethylmalonic aciduria; 3: Serum levels of 2-(2-nitro-4-trifloromethylbenzoyl)-1,3-
cyclohexanedion, NTBC, a drug used for the treatment of tyrosinemia type I which
supresses the toxic metabolites and prevents hepatocellular destruction.

With the validation of the method in patients’ blood and urine samples, the newly
described capillary electrophoretic techniques are proven to be fast, easy,
inexpensive, and appropriate for clinical techniques that can be applied both in the
diagnosis and the follow-up of these two inborn metabolic diseases.
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1. GIRIS

Metabolizma, canlida yasamin siirdiiriilmesi sirasinda gerceklesen tiim kimyasal
tepkimelerdir. Her organizma, biiyiime, gelisme, 1s1, hareket, iireme gibi yasamsal
etkinlikleri siirdiirebilmek i¢in dis c¢evreden bazi maddeler ve enerji almak
zorundadir. Bu maddeler ve enerji, yasamsal etkinliklerin siirdiiriilebilmesi icin
gereken organik molekiillerin sentezlenmesinde kullanilacaktir. Di1s ¢evreden alinan
organik ya da inorganik molekiiller, ya once parcalanarak, yikima ugratilarak ya da

yikima gerek kalmadan gerekli molekiillerin sentezlenmesinde kullanilir [1-4].

Daha karmasik yapidaki molekiillerden olusan maddelerin organizmada, daha basit
yapil1 molekiillere yikimi siireclerine metabolizmanin katabolizma siire¢leri denilir.
Daha basit yapidaki molekiillerin, daha karmasik yapidaki molekiillerin sentezinde
kullanilmasi ise anabolizma tepkimeleridir. Organizmada bir reaksiyonun baglangi¢
maddesinden iirline doniismesi siiresince meydana gelen kimyasal degisikliklere ara
metabolizma, bu degisiklikler sirasinda meydana gelen ara iiriinlere metabolitler ad1

verilir [1-3].

Insan genomunda yani hiicresinin cekirdeklerinde ve mitokondrilerinde 30,000’e
yakin gen bulunmaktadir. Insan hayatinin herhangi bir evresinde bazi genler
degisime (mutasyon) ugrayabilir. Mutasyonlarin bir boliimii canlilarin saghgim
bozmaz; hatta evrim siirecinin olusu ve genetik farkliligin saglanmasi i¢in bu
mutasyonlarin varligt bir zorunluluktur. Mutasyonlarin bir boliimii ise hafiften agira

kadar bir¢ok yap1 ve fonksiyon bozukluguna yol acar [1-4].

Genetik hastaliklar mutasyona ugrayan gen sayisi ve ¢evresel faktorlerden etkilenme
durumuna gore ili¢ ana gruba ayrilir; 1. Kromozomal hastaliklar, 2. Poligenik

multifaktoriyel hastaliklar ve 3. Monogenik hastaliklar.

Monogenik hastaliklarda tek gen bozuktur. Bu hastaliklarin ¢ok biiyiik bir boliimii
Mendelyen kalitim sekillerinden biri ile (otozomal resesif, otozomal dominant, X' e
bagh resesif, X' e bagli dominant ) gecer. En ¢ok otozomal resesif gecis soz
konusudur. [1-3]. Kalitsal metabolizma hastaliklar1 (KMH) monogenik hastaliklar

grubuna dahildir. Bu hastaliklar ¢ok nadir goriilmelerine karsin, bir arada diisii-



niildiiklerinde onemli bir yekiin olustururlar (Cizelge 1). Toplam goriilme sikliklar
%1 dolaylarindadir. Aslinda klinik belirtilerin ¢ogu kez 6zgiin olmamasi nedeni ile
KMH'nin bir¢ogunun tanisi atlanmaktadir. Bu nedenle gercek sayisi tespit edilenden
cok daha fazladir. Ayrica Tiirkiye'de akraba evliliklerinin fazla olmasi nedeni ile
KMH'nin bir boliimiiniin siklig1 diinya ortalamalarinin iizerindedir [1]. Tirozinemi tip
I ve etilmalonik asidiiri kalitsal metabolik hastaliklar arasinda gerek tanida yasanilan
giicliikkler gerekse tedavi edilebilirlik giicliikleri agisindan 6nem tasiyan iki énemli

KMH tiirudiir.

Dogumsal metabolizma bozukluklar1 kavrami ilk olarak 1908 yilinda Garrod
tarafindan ortaya atilmistir [2]. Garrod oncelikle albinizim, alkaptoniiri, sistiniiri ve
pentoziiri gibi metabolizma bozukluklarin1 tantmlamis, bu klinik tablolarin bir enzim
eksikligi sonucu gelistiklerini ve kalitsal olduklarini ileri stirmiistiir. Daha sonra bu
alanda biiylik asamalar olmus ve metabolik bozukluklarin bir ¢ogu ayrintili olarak

tanmimlanmustir [2].

Gelisen teknoloji ile beraber metabolik hastaliklarin tam1 sanslari daha da
artmaktadir. Gegtigimiz 50 yilda gelismis analitik yontemlerin metabolik
hastaliklarin tanis1 ve tedavi siirecindeki roliiyle onemli ilerlemeler kaydedilmistir.
Kromatografik, spektrometrik ve elektroforetik yontemlerin gelismesi klinik
calismalarda O6nemli rol oynamistir. Kapiler elektroforez, diger kromatografik
yontemlere gore yeni ve metabolik hastaliklarin tanisinda 6nemli katkilar1 olan hizl,

giivenilir ve ucuz bir analitik yontemdir.

Bu caligmada, kalitsal metabolizma hastaliklarindan tirozinemi tip I’ in tanisi icin
idrarda siiksinilaseton (SA) tayini; Bu hastaligin tedavisinde kullanilan 2-(2-nitro-4-
triflorometilbenzoyl)-1,3-sikloheksanedion (NTBC )’ nun hasta serumunda tayini ve
bir diger kalitsal metabolik hastalik olan etilmalonik asidiiri’nin tanis1 i¢in idrarda
etilmalonik asit ( EMA) tayini i¢in, zaman ve test basina maliyet acisindan 6nemli
ekonomi getirecek yeni kapiler elektroforetik analiz yontemleri gelistirilmesi

hedeflenmistir.



Cizelge 1.1: Bazi kalitsal metabolizma hastaliklarinin (KMH) diinyadaki ortalama

goriilme sikliklar: [1].

Hastahk Sikhk  |Hastahk Sikhk
Kistik fibroz 1: 2,000 [Mukopolisakkaridozla 1: 45,000
Kongenital hipotiroidi* 1: 4,500 |Biotinidazyetersizligi**** 1: 60, 000
Adrenal hiperplazi 1: 5,000 |Klasik galaktozemi 1: 60, 000
Fenilketoniiri** 1:10,000 [Hipofosfatazya 1: 100,000
Histidinemi 1:12,000 | Glisiniiri 1: 100,000
Sistinuri*** 1:12,000 [Hiperglisinemi 1: 100,000
Imminoglisinﬁri 1:13,000 [Cori Hastalig1 1: 125,000
Hartnup Hastalig1 1:18,000 | Homosistiniiri 1: 160,000
Glikojen depo hastaliklar 1:20,000 | Pompe Hastalig 1: 175,000
Ure siklusu defektleri 1:30,000 | Ak¢aaga¢SurubuHast. 1: 175,000
Menkes Hastalig1 1:35,000 | Wilson hastalig1 1: 200,000
Metakromatik Iokodistrofi | 1:40,000 | Alkaptoniiri 1: 250,000

Tiirkiyedeki bazi hastaliklarin sikliklar1 (Kongenital hipotiroidi: 1:3000, **Fenilketoniiri:
1:4000, ***Sistiniiri: 1:1000, ****Biotinidaz yetersizligi: 1:10,000 )






2. TIROZINEMI TiP 1

(Herediter Tirozinemi; Hepatorenal Tirozinemi; Konjenital Tirozinoz;
Fumarilasetoasetat hidrolaz eksikligi)

Tirozin, 181.2 molekiil agirlikli, ¢oziiniirliigii son derece diisiik olan ve yiiksek
yogunluklarda kristaller olusturan yari1 esansiyel, aromatik bir aminoasittir [6].
Memelilerde L-tirozin halinde bulunur; diyet ile alinan proteinlerin ve doku
proteinlerinin  hidrolizi ya da esansiyel bir aminoasit olan fenilalaninin
hidroksilasyonu ile elde edilir [6,7]. Tirozin sadece protein sentezinde kullanilan bir
amino asit olmayip dopamin, katekolamin, tiroksin ve melanin gibi ¢cok Onemli

maddelerin de 6n maddesidir [5].

Tirozinin yikimi sirasinda ortaya cikan ara iiriinlerin plazma yogunluklar1 oldukca
diisiiktiir. Transaminasyon sonucu olusan 4-hidroksifenilpiruvikasit (4-HFPA) (< 2.8
pmol/L) renal tubiiler hiicreler tarafindan temizlenir. 4-hidroksifenilpiruvat “laktat
dehidrogenaz”in etkisi ile 4-hidroksifenillaktik asite (4-HFLA) cevrilir. Kanda 4-
HFPA’nin arttigi durumlarda 4-hidroksifenilasetat (4-HFAA), 4-HFLA, N-

asetilfeniltirozin ve tiramin miktarlarinda da artis saptanir [5,6].

Normal idrarda 4-HFPA, 4-HFLA ve N-asetil tirozin diizeyleri 2 mmol/mol kreatinin
diizeyinin altindadir. 4-hidroksifenilasetat diizeyi ise 6-28 mmol/mol kreatinin’dir
[8]. Saglikli normal kontrollerde idrar siiksinilaseton (SA) diizeyi 0.01-0.14
pumol/mol kreatinin, plazma diizeyi ise 0.005-0.163 umol/ L olarak belirlenmistir [9].

Tirozin metabolizmasi Cizelge 2.1’de gosterilmektedir.



Cizelge 2.1. Tirozin Metabolizmasi [1].

YETERSIZLIGI

hidroksilaz

Tetrahidrobiyopterin (BH,)

Melanositik tirozin

Triptofan
BH,4 Triptofan
C vit(+) dihidroksilaz
Tiroksin

4 5-hidroksi-

Melanin triptofan (5-HT)
SRosiORTER ¢ B vitt)

TETRAHIDROBIOPTERIN

Serotonin

Tirozin hidroksilaz + BH, folik asit, niasin, demir)

FENILALANIN 4I—> TiROZiN—— Dihidroksifenilalanin (DOPA)

FUmarilasetoasetik asit

Fenilalanin hidroksilaz Bs vit(+)
TIROZINEMI TiP 11 Dopamin
Tirozin aminotrasferaz C Vit(+) ¢ Homovalinik
4-OH-feninirL]vik asit Norepinefrin asit
Fenilpirlivat - ilbirii- TIROZINEMI TiP I
P 4 ?,'i'l'(f:s"i:'p"” HAWKINSINURI l
dioksijenaz YENIDOGANIN GEGTCL Epinefrin
HIPERTIROZINEMISI
NTBC (-)
C vit(+)
Parahidroksifenilasetat Homogentisik asit
Fenillaktat o .
Ferilasetat Homogentisik ALKAPTONURI
aSit Oksidaz De”a_amino_
Fenilasetilglitamin Levillinik asit
Malleoloasitik asit (d-ALA)
izomeraz A .
Siksinil- > d-ALA Dehidraz
¢ aseton

Flimarilasetoasetat

TIROZINEMI TiP |

hidrolaz

Metionin 1—>

i Porfobilinojen

Adenozil-
metionin

Fimarik asit + asetoasetik asit

Metionin
adenoziltransferaz

Tirozinemi tip I (TTI) (McKusick 27670; OMIM 276700), tirozin yikiminin son

basamaginda yer alan fumarilasetoasetat hidrolaz (FAH) enzim eksikligi sonucu

gelisen dogumsal metabolik bir hastaliktir. Otozomal resesif kaliim gosterir.

Goriilme sikligi  1/100000-1/120000 olarak belirlenmistir. Kanada’nin Quebec

Saguenay Lac Saint Jean bolgesinde tasiyicilik 1/20 olarak bildirilmistir [7, 11].



Hastaligin klinik ve biyokimyasal ozellikleri ilk olarak, Sakai ve arkadaslar
tarafindan ilerleyici karaciger hastaligi ve D vitaminine direncli rasitizmi olan bir
hastada tanimlanmistir [12, 13]. Bu hastanin idrarinda p-hidroksifenillaktik asit, p-

hidroksifenilasetik asit ve tirozin varligi gosterilmistir.

1977°de Lindbald ve arkadaslar tirozinemili hastalarin idrar organik asit analizinde
“stiksinilaseton” adi verilen bir bilesigin varligim saptamig, ardindan hastalarin
karacigerlerinde “fumarilaseoasetat hidrolaz” aktivitesinin diisiik oldugunu

gostermiglerdir [14,15].

2.1 Klinik Bulgular

TT1’de klinik bulgular cok c¢esitli olup, yenidogan doneminden adolesan hatta
eriskin doneme kadar herhangi bir zamanda ortaya ¢ikabilir. Baglangi¢ bulgular1 aym

aile fertlerinde bile birbirinden farkliliklar gosterebilir [6, 7, 16].

TTI, klasik olarak bulgularin baslama yasina ve klinik seyrine gore ii¢ ana grupta

smiflandirilir [6,7,17]:

1-Akut tip: 6 ayliktan kiiciik bebeklerde akut karaciger yetersizligi bulgulari
ile baslayan tip

2-Subakut tip: 6 ay-1 yas arasi siitcocuklarinda karaciger hastaligi, gelisme
geriligi, pihtilasma bozukluklari, hepatosplenomegali, rasitizm, hipotoni bulgular1 ile

seyreden tip

3-Kronik tip (Iskandinav tipi): 1 yasindan biiyiik cocuklarda kronik karaciger

hastalig1, bobrek hastaligi, rasitizm ve/ya da porfiri benzeri ataklarla seyreden tip [5]

Klinik seyir sirasinda grup ozelliklerinin birbiri igerisine gectigi goriilebilmektedir

[16,18].

1994 yilinda van Spronsen ve arkadaslari yenidogan tarama programi ile erken
donemde saptanan olgular disinda kalan ve sadece tirozin kisith diyet uygulanan
tirozinemi tip I tanili hastalarin 1 yillik mortalite oranlarini, hastalifin belirtilerin
baslangic yasina gore: 2 ayliktan once ortaya c¢ikan hastalarda % 60, 2-6 ay arasi
ortaya ¢ikanlarda % 23, 6 aydan sonra ortaya cikanlarda ise % 4 olarak bildirilmistir

[17].



Yenidogan taramalarinin yayginlastirilmasi, genetik taramalar, erken donemde diyete
baslanmasi ve tedavisinde 2-(2-nitro-4-triflurometilbenzoil)-1,3-sikloheksanodion

(NTBC) kullanim1 hastaligin seyrinde belirgin degisikliklere neden olmustur [7, 16].

Hastaligin ana hedef organlan karaciger ve bobreklerdir. Bunun disinda norolojik
sistem, kardiyovaskiiler sistem ve ender olarak da pankreasla ilgili bulgular

saptanabilir [6, 7, 10, 16, 18].

Karaciger, tirozinemi tip I’in ana hedef organmidir ve hem mortalite hem morbidite
tizerine etkisi biiytiktiir. Hastalarda karaciger fonksiyonlar1 iizerine toksik etkinin

anne karninda basladig1 diistiniilmektedir [19].

Hastalarda karaciger bulgular ii¢ ana tabloya neden olabilmektedir:
Akut karaciger yetersizligi,

Kronik karaciger hastalig1 ve siroz

Hepatoseliiler karsinom [5].

Bir hastada sirayla her {i¢ tablo da gelisebilir. Hastaligin agir akut formlan siit
cocuklugu doneminde kusma, ishal, kanama bozukluklari, hepatomegali, sarilik,
hipoglisemi, 6dem ve asit bulgulari ile baslar. Idrarda karnabahar kokusu saptanabilir

[6,16,20]. Sadece tirozin kisith diyet uygulanan hastalarda 6liim oran yiiksektir [17].

Kronik form TT 1°de ise karacigerde kronik karaciger hastaligi ve siroz bulgular
saptanir. Aslinda siroz hastaligin dogal seyrinin bir parcasidir [7,21-23]. Kronik TT
I’in en korkulan komplikasyonu hepatoseliiler karsinom gelisimidir. Weinberg ve
arkadagslar1 1976’da yaptiklar1 bir arastirmada hastaligin dogal seyri igerisinde 2
yasindan biiyilkk TT-I’li hastalarin % 37’sinde hepatoseliiler karsinom gelistigini

gozlemistir [24].

Fumarilastoasetat hidrolaz eksikligi sadece karacigerde degil bobreklerde ozellikle
proksimal tiibiiliis hiicrelerinde toksik metabolit birikimine yol acar [25]. Hastalarin
cogunda hafif tiibiiler disfonksiyondan bobrek yetersizligine kadar gidebilen ¢esitli
derecelerde bobrek tutulumu bulgular1 gozlenir [6,7,18]. Tirozin ve fenilalanin kisith

diyet agir bobrek hastaligi riskini azaltabilmektedir [6,7,18].

NTBC ile tedavi gormeyen ya da organ nakli uygulanmayan hastalarda ana morbidite

nedenlerinden biri de genelikle akut intermittan porfiri ataklar1 benzeri norolojik



krizlerdir. van Spronsen ve arkadaslar1 hasta oOliimlerinin %10 unun norolojik

krizlere bagli oldugunu bildirilmislerdir [17].

Kalp, tirozinemi tip I hastalarinda siklikla etkilenebilen organlardan biridir. Kalpte
en sik saptanan bulgu hastalarin ¢ogunda septal hipertrofi bir kisminda ise konsantrik
hipertrofi seklindedir, klinik bulguya neden olmaz ve genellikle tani sirasinda yapilan

ekokardiyografik inceleme sonucunda saptanir [26-28].

2.2 Genetik

Insan FAH geni 15q23-25 kromozomu iizerinde bulunur [30]. insan FAH cDNA’s1
419 aminoasitten olusur ve 1,260 bp’lik bir mRNA tarafindan kodlanir. Gen yaklasik
35 kbp boyutundadir ve 14 ekson igerir. FAH geninde tip I tirozinemiye neden olan

33 farkli mutasyon tanimlanmustir [30,31].

Ayni genotipe sahip hastalar arasinda bile farkli klinik 6zeliklerin gozlenebilmesi
hastaligin fenotipinin belirlenmesinde epigenetik ya da cevresel etmenlerin onemli

rol oynadigini diigiindiirmiistiir [32].

2.3 Laboratuvar Bulgular1 ve Tam

Tirozinemi tip 1’in tarama programu icerisinde olmadig: iilkelerde tami klinik ve
laboratuvar bulgularina dayanmaktadir. Hastalik; hepatoseliiler yikim, siroz ya da
karaciger sentez fonksiyonlarinda, 6zelikle pihtilagsma islevinde bozulma saptanan

tiim siit cocuklar ve ¢ocuklarda ayirici tanida yer almaktadir [20].

Klinik olarak tip I tirozinemi diisiiniilen hastalarda serum-plazma aminoasit
kromatografisinde cesitli derecelerde tirozin artis1 saptanir. Ancak tirozin yiiksekligi
tek basina tip I tirozinemiye oOzgiin degildir [18]. Idrarda bulunan tirozin
bilesiklerinden en fazla dikkati ceken p-hidroksifenillaktik asittir; ayrica p-
hidroksifenilpiruvik asit ve p-hidroksifenilasetik asitte de artig saptanir [5,6,7,14,18].
Fumarilasetoasetik asid hidrolazin eksikliginin dogrudan etkisi ile hem serum hem de
idrarda suksinilasetoasetik asit ve suksinilaseton artar [14,33,34]. Idrarda
stiksiinilaseton saptanmasi tan1 koydurucu oldugu icin hastaligin teshisinde idrarda

organik asit analizi, yapilmasi gereken tek ve en onemli testtir [34,35].

Serum alfa-fetoprotein diizeyinde belirgin artis saptanabilir. Pthtilasma bozukluklar

siktir. Plazma transaminaz diizeyleri (ALT ve AST) hafif artis gosterebilir ve



koagiilopati derecesi ile uyumsuzlugu dikkati ¢eker [20]. d-aminolevulinik asitten
porfobilinojen sentezinin engellenmesi sonucunda idrarda &-aminolevulinik asit

atimini artar [14, 29,34].

Taniy1 kesinlestirmek ic¢in doku fibroblastlarinda, lenfositlerde ya da karaciger

dokusunda fumarilasetoasetat hidrolaz diizeyi olciilebilir [6,7,33,36].

Prenatal tan1 icin c¢ok c¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Amniotik sivida
siiksinilaseton diizeyinin Olciimii prenatal tanida tercih edilen yontemlerin basinda
gelmektedir [47-50]. Bunun disinda amniosit ya da koryon villus kiiltiirlerinde enzim
aktivitesinin bakildig1r calismalar ve mutasyonu Onceden saptanmis ailelerde
dogrudan mutasyon analizi ile ya da baginti analizleri ile DNA temelli tanilar

miimkiin olabilmektedir [35,53-55].

Siiksinilaseton ( 4,6-dioxoheptanoik asit ) 158.152 g/ mol molekiil agirlikli kisa

zincirli ketoasidik bir bilesiktir.

HO
CH

(@]

Sekil 2.1 : Siiksinilasetonun molekiil yapisi.

Taniy1 kesinlestirmek icin doku fibroblastlarinda, lenfositlerde ya da karaciger
dokusunda fumarilasetoasetat hidrolaz diizeyi olciilebilir [1,2,106,109]. Karaciger
enzim aktivitesi tayinindeki en ©nemli problem karaciger hastaligi varliginda

karacigerde yer alan bir¢ok enzim aktivitesinde diisiikliik saptanmasidir [36].

Cogu yenidogan tarama programi tirozinemi tip I'i Guthrie kartlarinda kurutulmus
kan orneklerinde tirozin diizeylerini Olgerek taramaktadir [38-39]. Ancak tek basina
tirozin Olclimii 6zgiin olmamasi nedeniyle taramada yetersiz kalmaktadir [40,41].
Ayrica tirozin diizeylr normal ya da hafif artmis olmasi nedeniyle yenidogan
taramasinda atlanmis olgular bildirilmistir [37,42,43]. Bu nedenlerle ¢esitli tarama
merkezleri tarafindan Guthrie kart Orneklerinde hastaliga 6zgii metabolit olan
siiksinilasetonun arastirildigi  yontemler gelistirilmistir  [44-46]. Giiniimiizde
hastaligin ¢ok sik goriildiigii Quebec bolgesinde siiksinilaseton hastaligin birincil

belirteci olarak tarama programina yerlestirilmistir [46].
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Prenatal tan1 icin cok cesitli yontemler kullanilmaktadir. Amniotik sivida
siiksinilaseton diizeyinin Olciimii prenatal tanida tercih edilen yontemlerin basinda
gelmektedir [47-50]. Simdiye kadar amnios sivisinda siiksinilaseton diizeyi normal
olmakla beraber hastalifi tasimakta olan bir hasta bildirilmistir [S1]. Bu hastanin
dogumdan sonra yapilan mutasyon arastirmasinda bilinen 2 mutasyon icin
“compound heterozigot” oldugu saptanmis ve amnios sivisindaki suksinilaseton

diizeyinin normal olma nedeni aciklanamamistir [52].

Bunun disinda amniosit ya da koryon villus kiiltiirlerinde enzim aktivitesinin
bakildig1 ¢alismalar ve mutasyonu 6nceden saptanmis ailelerde dogrudan mutasyon
analizi ile ya da bagint1 analizleri ile DNA temelli tanilar miimkiin olabilmektedir

[35,53-55].
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3. NTBC ( 2-(2-nitro-4-triflorometilbenzoyl)-1,3-sikloheksanedion )

NTBC, giintimiizde TT1’ in tedavisinde kullanilan ve daha Oncesinde bir herbisit
olarak gelistirilmis 329.228 g/mol molekiil agirlikli triketonik bir bilesiktir. Rutin
toksikolojik c¢alismalarda yiiksek doz NTBC verilen sicanlarda uzun donemde
korneal lezyon gelistigi gozlenmesinin ardindan NTBC’nin 4HPPD’i inhibe ederek
sicanlarda kan tirozin diizeyinde artisa ve idrarlarinda yiiksek miktarda

4-hidroksifenillaktat ve 4-hidroksifenilpiruvat atimina yol agtig1 gosterilmistir [56].

Sekil 3.1 : NTBC’ nin molekiil yapist.

NTBC gastrointestinal sistemden hizla emilerek dolasima gecer ve karaciger,
bobrekler ve gozyasi bezleri tarafindan tutulur. Karacigerde hidroksilasyona
ugrayarak idrar ve diskida esit miktarlarda atilir [58-59]. Saglikli goniilliillerde serum

yarilanma omrii 50 saatin {izerinde saptanmistir [60].

Giiniimiizde NTBC tedavisine baglanma dozu 1-2 mg/kg/giin olarak 6nerilmektedir.
Tedavi stiresince plazma NTBC diizeyinin 30 pmol/L iizerinde olmas: yeterli kabul
edilmektedir. Bu diizey plazma ve idrar siiksinilaseton atiminin onlendigi doz olarak

kabul edilmektedir [28, 57].

NTBC tirozin katabolik yolunun ikinci enzimi olan 4-hidroksifenilpiruvatin etkin bir
inhibitoriidiir. Ilag¢ tirozin katabolik yolunu durdurarak toksik metabolitler olan
suksinilaseton, aminolevulinik asit, maleyilasetoasetat ve fumarilasetoasetat
diizeyinde azalmaya neden olmaktadir [57]. flacin bu denli etkin olmas1 genellikle

uygulanan faz II ve faz III caligmalarini1 bile beklemeden klinik kullanima girmesine
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neden olmustir. NTBC, 2002 yilinda Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi (FDA) ve 2005
yilinda Avrupa Ila¢ Ajans1 (EU Drug Agency) tarafindan da onaylanmistir [57].

Tirozin
@ Tirozin aminotransferaz
p-Hidroksifenilpiruvat

Hipertirozinemi tip III % 4-Hidroksifenilpiruvat dioksijenaz (HPD)

Homogentisat(HGA)
@ Homogentisat 1,2-dioksijenaz
Maleilasetoasetat

@ Maleilasetoasetat izomeraz

Fumarilasetoasetat
Hipertirozinemi tip I % Fumarilasetoasetat hidrolaz (FAH)

Fumarat + Asetoasetat
Sekil 3.2 : NTBC’ nin etki mekanizmasi [1]

3.1 NTBC’ nin Yan Etkileri

NTBC sagalttiminin yan etkileri oldukca azdir. 4- hidroksifenilpiruvat diizeyindeki
inhibisyon serum tirozin diizeyinde belirgin artisa yol acar [58]. NTBC kullanan
hastalarda kasinti, batma, yanma, fotofobi, korneal erozyon ve korneal bulaniklasma
gibi gecici goz bulgulart bildirilmistir [61]. Ender olarak gecici trombopeni ve
I6kopeni bildirilmistir [28].
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4. ETILMALONIK ASIDURI

Etilmalonik asidiiri en fazla glutarik asidiiri tip II'nin daha hafif formu olan
etilmalonik-adipik asidiiri ya da elektron tasima flavoproteinleri (ETF) / ETF
dehidrogenaz eksikligine bagli gelisen multipl acilkoA dehidrogenaz enzimi
eksikliginde goriilir [62-63]. Aym1 zamanda kisa zincirli agilkoA dehidrogenaz
enzimi eksikliginde saptanabilir (Sekil 4.1) [65]. Bu hastalarda yag asidi oksidasyon
bozukluklarinin karakteristik 0zellikleri olan hipoketotik hipoglisemi, miyopatik

gii¢siizliik ya da kardiyomiyopati saptanir .

1991 ve 1994°te etilmalonik asidiirinin ¢ok farkli fenotipik ©zelliklerle baglantili
olan ancak yag asidi oksidasyonunun normal oldugu ¢ok farkli bir tipi tanimlanmistir
[66-68]. Bu hastaligin en belirgin 6zellikleri ensefalopati, akrosiyanoz ve petesiler

olarak tanimlanmugstir. Siitcocuklugu déneminde 6liim karakteristiktir.
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Sekil 4.1 : Etilmalonik asidiirinin metabolizmadaki olusum mekanizmasi [65].

4.1 Klinik Bulgular

Hastaligin en onemli bulgular1 merkez sinir sistemine ait olanlardir. 3-4 aylik

hastalarda hipotoni, basi tutamama ve gelisim geriligi bildirilmistir [68,69]. Siit

cocuklugu doneminde jeneralize tonik-klonik nobetler ya da infantil spazmlar

baslayabilir. Bir hastada mikrosefali ve kuadriparezi bildirilmistir [68]. Norolojik

kotiilesme ilerleyicidir, ishal ya da araya giren bir bagka hastalikta daha da

hizlanabilir, koma gelisebilir ve hastalar birinci, ikinci ya da dordiincii yilda

kaybedilirler.
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Vaskiiler bozukluklar hastaligin alisilmadik bulgularidir [66-69]. Akrosiyanoz ve
ekstremitelerde 6dem saptanabilir. Hastalarda aym1 zamanda periodik olarak ve

genellikle enfeksiyonlarin tetikledigi, yaygin petesi gelisimi gozlenir.

3-4 ayliktan itibaren retinal damarlarda genisleme ve kivrilmalar saptanabilir. 5
hastada hematiiri  ve iki hastada beyin omurilik sivisinda eritrosit varligi
bildirilmistir [68,70]. Hastalarin yiizlerinde hafif dismorfizm vardir [68-70]. Bu
hastalarin yiizleri birbirine benzer. Bazilarinda epikantal kivrimlar saptanir. Cogunda
burun kokii genis ve basiktir. Nororadyolojik bulgular frontotemporal atrofi ve
gecikmis miyelinizasyonu gosterir. Sinir ileti c¢alismalarinda bacaklarda duysal

ndropati saptanabilir [69].

Laktik asidemi ve hafif hipogliseminin eslik ettigi akut metabolik krizler saptanabilr.
Ataklar arasinda laktat ve piruvat diizeyleri yiiksek kalabilir; metabolik asidoz
kompanse edilir. Akut ataklar sirasinda laktatin 17 mmol/L’ye kadar yiikselebildigi
ve ketoz olmaksizin pH degerlerinin 7,05-7,10 diizeyine kadar inip, baz a¢iginin -192
a kadar arttigi saptanmustir. Karaciger fonksiyon testleri bozulabilir. Kreatinin
fosfokinaz normal ya da yiiksek (200 IU/L’ye kadar) artabilir [69]. Kan amonyak

diizeyi normaldir.

4.2 Genetik ve Patogenez

Hastalik otozomal resesif kalititm gosterir. Ayni ailede hem kizlarda hem erkeklerde
goriilebilir [66,68]. En temel metabolik bozukluk idrarda etilmalonik asit”
attlimidir. Bildirilen atim miktar1 54 ile 2270 mmol/mol kreatinin (normal <17)
arasinda degismektedir. Etilmalonik asit (2-ethylpropanedioic acid) 132,115 g/mol

molekiil agirlikl kisa zincirli dikarboksilik asittir.

OH

OH

Sekil 4.2 : Etilmalonik asidin molekiil yapisi
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Bazi hastalarda, 266 mmol/mol kreatinine ulasan etilmalonik asit attmu (N<12) da
bildirilmistir. Adipik asidiiri bildirilmemis, ancak bir hastada 335 pumol/mol kreatinin
diizeyine kadar yiikseldigi gozlenmistir. Idrar ve kanin tandem mass spektrometri ile
incelenmesi C4 ve C5 karnitin esterlerinde artis saptamis, karnitin tedavisi bunlarin
attminda daha da artisa neden olmustur. Kan ve idrarda serbest karnitin diizeyleri ise
diisiik saptanmistir. Idrarda hem butiril hem de isobutirilglisin atimlar1 yiiksek

saptanmugstir [67].

Idrarda inorganik tiosiilfit attminda artisa ragmen sulfit saptamayan Duran ve
arkadaglari, bu sendrom ile siilfiirli aminoasit metabolizmalar1 arasinda bir bag
olabilecegini One siirmiislerdir [71]. Ek olarak nonenzimatik olarak tiosulfat ve
sisteinden elde edilemeyen s-sulfosistein ve s-sulfotiosistein adli iki siilfiir igeren
asidik aminoasit varligini bildirmislerdir. Metiyonin normalde homoserin ve sisteine
cevrilir. Homoserin ise etilmalonik asit i¢in bir kaynak olabilecek olan 2-oksobutirik
asite gevrilir. Sistein ise 2-merkaptopiirivik aside ¢evrilir. 2-merkaptopurivik asit ise
piruvik asit+tiosulfata ve sonunda sulfat’a metabolize edilir. Etilmalonik asit
butirilko A’nin propioil koA karboksilaz [72] ile karboksilasyonu sonucu elde
edilebilir (Sekil 3.1), bu kisa zincirli acgilkoA dehidrogenaz ve multipl acilkoA
dehidrogenaz eksikliklerinde saptanan etilmalonikasitin kaynagi olabilir. Etilmalonik
asit izoldsin metabolizmasinin alloizoldsinin Onciilii olan 2-okzo-3-metilvalerik asitin
rasemizayonundan sonra gelisen R yolunun bir iiriinii olabilecegi diisiiniilmektedir
[68]. Alloizolosin daha sonra 2-metilbutirilkoA, 2-etil-3-hidroksipropionil koA ve

etilmalonik semialdehid ve son olarak da etilmalonik aside cevrilebilir.

Etilhidrakrilik asit de potansiyel bir etilmalonik asit kaynagidir. Bakterilerde
etilmalonik asitten metilsiiksiinik asit iiretildigi gosterilmistir [73]. IzovalerilkoA
dehidrogenaz eksikligine bagh gelisen glutarik asidiiri tip II’de 4-hidroksiizovalerik
asitten metilsiiksinik asit olusturulabilir. Bu hastaligin bir mitokondriyal elektron
tastma bozuklugu olma ihtimali artmistir [74] ancak hem kan hem de kas
mitokondriyal DNA’s1 iizerinde yapilan ¢aligmalar hem de kas ve fibroblastlarin
elektron tasima zinciri enzimleri {izerinde yapilan ¢alismalar normal bulunmustur

[67-69].

18



Bu hastaligin geni 9q13 kromozomu iizerinde uzun kolun orta boliimiine yakin bir
yerde bulunmustur [75]. Fiziksel ve fonksiyonel genomik veriler ve mutasyon
analizleri genin tanimlanmasini saglamis ve ETHE1 adi verilmistir. Etilmalonik
ensefalopatisi olan c¢ocuklarda simdiye kadar 20’nin {izerinde mutasyon

tamimlanmustir [75,76].

4.3 Tedavi

Bu hastalik siitcocuklugu ya da erken ¢ocukluk doneminde oldiiriiciidiir. Simdiye
kadar bildirilmis olan hastalardan sadece ikisi hayatta kalmistir [67,68]. Riboflavin,
karnitin, glisin, askorbik asit ve vitamin E tedavilerinin belirgin bir etkisi

olmamamustir.

Metiyonin kisith diyet etilmalonik asit ve metilmalonik asit atimlarinda azalmaya ve

laktik asit ve bikarbonat diizeylerinin normallesmesini saglamistir.
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5. KAPILER ELEKTROFOREZ

Elektroforez, yiiklii taneciklerin bir elektrik alan icinde gOc etmesi esasina dayanir.
Partikiillerin gocii esasina dayanan ilk elektroforetik metod protein arastirmalar i¢in
Tisellus tarafindan 1937 yilinda kullanilmis ve Tisellus bu bulusuyla Nobel almustir.
Daha sonra yontem gelistirilmis ve giliniimiizde c¢ok c¢esitli tipleri kullanima
sunulmustur. Kapiler elektroforez bu tiplerden birisidir. 1981 yilinda Jongerson ve
Lukacs 75 um ic caplh kapilerde ayirma yaparak yoOntemin teorisini ortaya
koymusglardir [77]. Kapiler Elektroforez (CE) hizli ve giivenilir bir analitik ayirma
yontemidir. CE yontemi, klasik elektroforezin ayirma teknigi ile kromatografik
yontemlerin aletsel tasariminin birlesmesinden olugmaktadir. Bu yontem ile
inorganik katyon ve anyonlar gibi en kiiciik iyonlardan, DNA gibi biiyiik molekiil
agirhi@ina sahip molekiillere kadar cesitli maddelerin kantitatif ve kalitatif olarak

tayini miimkiindiir.

5.1 Kapiler Elektroforez Tiirleri

Kapiler elektroforezin en sik kullanilan sekli “Kapiler Zone Elektroforez”dir (CZE).
CZE’de ayrim, elektrolit ¢ozeltisi ile dolu olan kapilerde, uygulanan elektrik akim
altinda, maddelerin farkli go¢ zamanlarina sahip olmasina dayanir. Kapilerin bir
polimer veya jel ¢ozeltisi ile dolu oldugu CE sekli ise “Kapiler Jel Elektroforez”dir
(CGE). CGE’de ayrnm makromolekiillerin molekiiler biiytikliiklerine gore
gerceklesmektedir. Yiiksiiz maddelerin ayrimi i¢in kullanilan CE tiirleri genel olarak
kapiler elektrokinetik kromatografi (CEKC) ismini alir. En yaygin elektrokinetik
kromatografi tiirii “Misel Elektrokinetik Kromatografi’dir (MEKC). MEKC’de
ayrimin esasi elektrolit ¢ozeltisine katilan yiizey aktif maddenin olusturdugu misel
ad1 verilen kiimeler ile ¢oziicii arasinda yiiksiiz maddelerin paylasim farkliliklarina
dayamir. Izoelektrik odaklanma kapiler elektroforez yontemi proteinlerin ayriminda
kullanilir. Bu yontemde ayrim, proteinlerin farkli pH’larda izolelektrik noktaya sahip
olmalarindan yararlanarak yapilir. Kapiler elektrokromatografi tam  bir

kromatografidir. Kapilerin i¢i yaklagik 1pum capli sabit fazla doldurulur. Analitler
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uygulanan elektrik voltaj altinda sabit fazda tutunmalarina gore ayrilirlar. Bir diger
CE yontemi izotakoforezdir (ITP). ITP’de 6rnek farkli iyon mobilitesine sahip iki

elektrolit ¢cozeltisi arasinda injekte edilir.

5.2 Elektroforetik Go¢

Iyonlar elektrik alan altinda sabit bir hizla hareket ederler. Elektrik alan kuvvetini
arttirmak her zaman iyonlarin gé¢ hizlarini da arttirir, dolayisiyla daha hizli ayrim
saglanir. Elektroforetik mobilite ve elektrik alan arasindaki iliski asagidaki esitlikteki
gibidir:

v=y, . E (5.1)

v= Iyonun iz

pe= Elektroforetik mobilite

E= Elektrik Alan

Elektrik alan; kullanilan kapiler boyu (L) ve uygulanan voltaja (V) gore degisir.

E=V/L (Volt/cm) 5.2)

Iyonlarin sahip olduklar1 elektroforetik mobilite, elektrik alan kuvveti (Fg) ile dogru

orantili iken ortamdaki siirtiinme kuvvetiyle (Fg) ters orantilidir.

Elektrik alan kuvvet,

Fr=q.E (5.3
ve kiiresel oldugu varsayilan bir iyonun siirtiinme kuvveti

Fr=-6IInrv esitlikleri ile verilir. (5.4)
g=iyonun yiikii

p=¢Ozeltinin vizkositesi

r=iyonun yarigapi

v=iyonun hiz1

Elektroforetik go¢ boyunca bu iki kuvvet birbirine esit fakat zittir.

Fg= Fp

q.E=-611yrv (8.5)
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Denklem 4.1 ve 4.5 in birlestirilmesi ile elektroforetik mobilite asagidaki gibi

tanimlanabilir:
He=q/ 6lIyr (5.6)

Bu esitlikten goriildiigli gibi maddenin elektroforetik mobilitesi sabit viskoziteli
ortamda yiik/biiyiikliik oranina baghdir. Kisaca kiigiik ve yiikii fazla olan maddeler

daha hizli hareket ederler.

5.3 Elektroosmotik Akis

Elektrik alan altinda, kapilerin i¢inde bulunan tampon ¢6zeltisi bir elektrosmotik akis
olugmasini saglar. pH 2’nin {izerinde bir elektrolitle temasta olan silika kapilerin i¢
duvari negatif yiiklenir. Bunun nedeni, camin yapisinda bulunan silanol gruplarinin

disosiye olmasidir.
SiOH (k) «> SiO(k) + H'(aq)

Tampon ¢ozelti i¢indeki pozitif yiikler elektrostatik cekimle duvarin negatif yiikiiyle

bir ¢ift tabaka olusturur ve zeta potansiyeli denilen bir potansiyel farki olusur.

Bu sisteme yiiksek voltaj uygulanmasi ile ¢ift tabakanin pozitif iyonlar1 hizla negatif
elektroda dogru hareket ederler. Iyonlar sulu ¢ozeltide hidratize halde olduklarindan
coziiciiyii de siiriiklerler ve kapiler i¢cinde bir elektroosmotik akis (EOF) olusur. EOF
hiz1 genel olarak injekte edilen analitlerin elektroforetik mobilitelerinden biiyiiktiir.
Bu sebeple EOF ile, kapilerin anod ucundan injekte edilen biitiin maddeler,

yiiklerine bakilmaksizin, katoda dogru siiriiklenirler [Sekil 5.1].

HEOHEDEOTEOTU
¢ 090000 H e
s =) -} i vl
WO 0000 06660
SI0IGI0I0I0]0I0RI0I0N0I0)

Sekil 5.1 : EOF’nin sematik gosterimi.

Pozitif ve negatif iyonlarin hizlart elektroforetik mobilitelerine, ortamdaki
elektroosmotik mobiliteye ve uygulanan elektrik alana bagli olarak asagidaki
esitlikteki gibi degisir. Notral partikiillerin hizlarini, elektrik alan ve elektroosmotik

mobilite belirler.
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V4= (Hotie).E

Vo= o E 5.7
V= (Ho-t).E

v,= Pozitif yiiklii iyonun hiz1

vo= Notral maddenin hizi

v_= Negatif yiiklii iyonun hiz1

Maddelerin gé¢ zamanlar1 sadece elektroforetik mobiliteleri ile degismez. Asagidaki
esitlikde de goriildiigli gibi go¢ zamanlari, kapilerin boyu ve uygulanan voltaj ile de
alakalidir. Kapilerin etkin boyu, injeksiyon noktasindan dedektore kadar olan

kisminin uzunlugudur.

t=IL7 ((teor Fp1:)V (5.8)
t = gelis siiresi

L = Kapilerin tam boyu

1 = Kapilerin etkin boyu

V = voltaj

5.4 Elektroosmotik Akisa Etki Eden Faktorler
EOF e etki eden faktorler asagidaki tabloda verilmistir.

EOF’e etki eden faktorler [78].

Ayirma sistemindeki degisiklik EOF'e etkisi

Tamponun pH degeri arttiginda EOF 1

Tampon konsantrasyonu arttiginda EOF|

Sicaklik arttiginda EOF 1 (1 degisimi nedeniyle)
Organik ¢oziicii ilavesi ile EOF|1

Pozitif yiiklii yiizey aktif ilavesi ile EOF terse ¢evrilir

Elektrik alan arttiginda EOF 1
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5.5 Band Genislemesi

Ayirma etkinligi (rezoliisyon) HPLC de oldugu gibi CE’de de teorik plaka sayisiyla
gosterilir. Asagidaki denklem Gaussian pikleri i¢in kullanilir.

wy= 4o 5.9

wp= Pikin taban genisligi

o= Pikin standart sapmasi

N= 5,54.(t/ wip)’ (5.10)

N= Teorik plaka say1s1

t= Pikin gelis zamani

wip= Yar yiikseklikteki pik genisligi

Esitlik 4.10’dan da goriildiigii gibi band genisliginin artmasi ayirma etkinligini
diisiiriir. Band genislemesine neden olan etkenlerden en ©Onemlisi difiizyondur.
Kapilerin cap1 kiiciik oldugu i¢in, kapiler cap1 boyunca difuzyon ihmal edilebilir

ancak kapiler boyunca difiizyon olusabilir. Difiizyon ve N arasindaki esitlik soyledir:
o = 2Dt= 2DIL / u,.V (5.11)
D=Analitin difiizyon katsayis1

Esitlik 4.10 ve 4.11 yardimiyla teorik plato sayis1 ve difuzyon arasinda bir esitlik

verilebilir.
N= .. V.l/2DL = u,.E.L /2D (5.12)

Bu denklemden de goriilecegi gibi teorik plaka sayist difiizyon katsayisi arttikca
azalir. Biiylik molekiil agirligina sahip maddeler daha kiigiik difiizyon katsayilarina
sahip olduklar i¢in daha yiiksek plaka sayilari ile ayrilabilirler. Ayrica denklem
4.11°de goriildiigu gibi analiz siiresi kisaldikca difiizyon nedeniyle pik genislemesi
azalacaktir. Kapiler elektroforezde yiiksek voltaj altinda ayirmalar genellikle ¢ok
kisa siirede tamamlandigindan pikler dik ve simetriktir. Band genislemesine neden

olan diger parametreler Cizelge 4.2’de verilmektedir.
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Band genislemesine neden olan diger etkenler [78].

Termal Etkiler Tampon vizkositesinde lokal degisimlerin yarattig1 konveksiyon
Injeksiyon Hacmi Biiyiik hacimlerde Difiizyon

Orneklerin duvara Pik sekillerinde kuyruklanma, zaman ve alanda tekrarlanirligin
adsorpsiyonu diismesi

Elektrodispersiyon

(iletkenlik farkliliklar) Pik sekillerinin tiggen halinde goriilmesi

Tampon seviyelerindeki fark | Go¢ zamanlarinin ve rezoliisyonun diigmesi

5.6 Kapiler Elektroforez Cihazimin Boliimleri

Kapiler Elektroforez cihazinin sematik gosterimi Sekil 5.2°de verilmistir.

@j Igin Kaynag

—— [ wvoltaj kaymag

I:l Bilgisayar ka |
— " Fotokatot

Tampon Abs Tampo

+ —_

N

Zaman

Sekil 5.2 : CE’nin sematik goriintiisii [79]

5.6.1 Voltaj kaynag

Tipik bir CE sisteminde uygulanan voltaj en fazla 30 kV’dur. Yapilan calismanin
giivenilirligi uygulanan voltajin kararliligiyla yakindan alakalidir. Denklem 4.2’den
de goriilebilecegi gibi voltaj degisimiyle elektrik alan da degisir. Elektrik alanin
degisimi go¢ zamanindan alan tekrarlanirhi@ina bir cok ©Onemli parametrenin

degismesine neden olur.

5.6.2 Kapiler

CE’de kullanilan silika kapilerlerin i¢ ¢cap1 25-100 um; dis cap1 150-520 pm arasinda
degisir. Kapilerin etkin boyu 50-75 cm arasinda, tam boyu ise, cihazin tipine gore 5-
20 cm daha uzun olarak kullanilir. Kapilerin i¢ ¢apinin ve boyunun degismesi go¢
zamani, sicaklik, adsorsiyon, dedeksiyon limiti, injeksiyon hacmi, ayirma

etkinliginin degismesine neden olur. Genelde silika kapiler kullanilmakla beraber
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cam veya plastik kapiler kullanilabilir. Fakat cam ve plastik kapilerin UV
gecirgenlikleri silika kapilere gore daha diisiiktiir. Poliimid ile kaplanarak esnek bir
yapiya kavusan silika kapilerde dedeksiyon penceresi polimer tabakasi yakilarak
acilabilir. i1k defa kullamlacak bir silika kapiler ilk 6nce 1M NaOH ile 10-30 dk

ardindan su ve caligma tamponuyla da yikanarak sartlandirilir.

5.6.3 Injeksiyon
Injeksiyon hacmi 2-20 nL arasinda degisir. Asir1 hacimlerde calismak pik seklinin
bozulmasina, band genislemesine, rezoliisyonun azalmasina sebep olur. 2 tip

injeksiyon sekli vardir.

1-Hidrodinamik Injeksiyon :

Bu tiir injeksiyon en yaygin kullanilan injeksiyon tiiriidiir. Kendi arasinda 3 degisik
sekilde gerceklestirilebilir. Kapilerin dedektor tarafina vakum uygulanarak, kapilerin
injeksiyon kismina basin¢ uygulanarak ya da injeksiyon kabinin yiikseltilmesiyle bir
sifon etkisi yaratilarak injeksiyon yapilabilir. Hidrodinamik injeksiyon icin

Poiseuille’nin denkleminden injeksiyon hacmi hesaplanabilir.

V=APITr*/8yL (5.13)
AP= kapiler boyunca basing farki (dyn.cm'z)

r = kapilerin i¢ ¢ap1 (cm)

t= injeksiyon siiresi (s)

1) = tamponun vizkositesi (dyn.s.cm™)

L= kapilerin toplam boyu

Sifonik injeksiyon i¢in AP asagidaki esitlikten hesaplanabilir:

AP=pgAh (5.14)
p = 6rnegin yogunlugu (kg.m’3)

g= yercekimi ivmesi katsayis1 (9,82 N.kg‘l)

Ah= 6rnek ve tampon kab1 arasindaki ytikseklik farki (m)

27



2-Elektrokinetik injeksiyon:

Elektrokinetik injeksiyon, 6rnek kabi ile ¢ikis tampon kabi arasina ¢ok kisa siireli ve
calisma voltajindan daha diisikk bir voltaj uygulanarak yapilir. Elektrokinetik
injeksiyonun tekrarlanirhig hidrodinamik injeksiyona gore daha azdir. Injekte edilen

madde miktar1 analitlerin elektroforetik mobilitelerine baghdir [80].

5.6.4 Dedeksiyon
CE’de en sik kullanilan dedektorler UV-VIS ve floresans dedektorlerdir. Diger

dedeksiyon yontemleri ve uygulamalar1 Cizelge 5.3’de verilmistir.

CE’de kullanmilan dedeksiyon yontemleri [81].

Dedeksiyon Tiirii | LOD (mol/L) Tipik Uygulamalan
UV absorbsiyon 10°-10° Aromatik bilesikler, proteinler, niikleik asitler
Indirek UV 10-100 kat<UV | Aminler, sekerler, org. , inorganik iyonlar
Floresans 107-10” Aminoasitler, DNA, peptidler

Kolay indirgenebilen ve yiikseltgenebilen
Amperometri 10"°-10™" maddeler
Kiitle spektrometrisi | 10°*-10” Protein, peptid, ilag
Alev Fotometrisi 10°-107 iyonik organik bilesikler
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6. DENEYSEL KISIM

6.1 Kullanilan Cihazlar

Ayirma ve tayinler Diod array dedektorle kombine Agilent marka  kapiler
elektroforez cihazi kullanilarak yapildi. pH 6l¢iimlerinde Metrohm ( 654 pH meter)
marka pH-metre kullanildi. Kullanilan kapiler kolonlar Polymicro Technologies
firmasina aittir. I¢ cap1 75 ve 50 um, olan kapiler kolonlar secildi. Kapilerler ilk
kullanimda yarim saat 1mol/L NaOH ile ve her injeksiyon arasinda 3 dakika 0.1
mol/L NaOH, 3 dakika distile su ve ardindan 2 dakika calisma tamponu ile yikandi.
Otomatik kapiler yikamasi, ornek injeksiyonu ve voltaj uygulamasi ve verilerin
degerlendirilmesi Agilent ChemStation yazilim programina sahip bir PC bilgisayarla

kontrol edildi.

6.2 Kimyasallar

Stiksinilaseton Sigma (St.Louis, MO, USA), etilmalonik asit ( Aldrich ), NTBC
(Swedish Orphan AB, Sweden), 2,6-piridin dikarboksilik asit, fosforik asit, sodyum
borat, SDS ve NaCl Merck (Darmstadt,Germany), CTAB ve polietilenimin Fluka
( Buchs, Switzerland), asetonitril J.T. Baker (Deventer, Holland), firmalarindan
temin edildi. Tiim ¢ozeltiler, Elgacan C114 filtrasyon sisteminden elde edilen destile

su ile hazirlandu.

6.3 PEI Kaph Kolonun Hazirlanmasi

Kaplama islemi yapilmadan 6nce kapiler kolon 6nce 1 mol/ L NaOH ile 30 dakika
1x10"" MPa basingta daha sonra distile su ile 15 dakika ayni basincta yikand1 ve
kolon temiz hale getirildi. Daha sonra suda hazirlanan % 10’ luk PEI ¢ozeltisi kolon
icine 10 dakika ve 1.5x10" MPa basing uygulanarak dolduruldu. Bu PEI ¢ozeltisi bir
saat kolon icerisinde birakildi. Daha sonra PEI cozeltisi ile doldurulan ardi sira
bekletilen kolon 1.5x10" MPa basing ile 15 dakika su ve calisma tamponu ile

yikanarak analize uygun hale getirilmistir [92].
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6.4 Orneklerinin Hazirlanmasi

6.4.1 Idrarda siiksinilaseton tayini icin
Siiksinilaseton standard cozeltileri suda coziilerek hazirlandi. Idrar 6rnekleri 1 / 5

( v/v ) oraninda distile su ile seyreltilerek injekte edildi.

6.4.2 Serumda NTBC tayini icin

NTBC % 99.8 (w/w) safliktaki bilinen miktarda NTBC iceren ve nisasta ile
jelatinlestirilmis Orfadin (Swedish Orphan AB, Sweden) kapsiillerinin 5 mol/L
NaOH ile ¢oziilmesi ile elde edildi. Nisasta santrifiijle uzaklastirildi. Istenen
konsantrasyona suyla seyreltildikten sonra 0.45 pm lik mikrofiltreden siiziilerek
dogrudan kolona injekte edildi. Serum ornekleri 1: 1.5 ( v/v ) oraninda (serum/
asetonitril) asetonitril ile muamele edildi. Deproteinizasyon islemi tamamlandi.
Daha sonra vortekslenip 3000 rpm’ de 5 dakika santirufiij edildi. Olusan siipernatant
alindi ve 0.45 pm lik mikrofiltreden siiziilerek injekte edildi.

6.4.3 idrarda etilmalonik asit tayini icin
Standard etilmalonik asit ¢ozeltileri suda ¢oziilerek hazirlandi. Idrar drnekleri 1/ 20
(v/v) oraninda distile su ile seyreltildi ve 0.45 um lik mikrofiltreden siiziilerek injekte

edildi.

6.5 Tampon Konsantrasyonlari

6.5.1 Idrarda siiksinilaseton tayini icin

Tampon (1 ): 50mmol/ L Borat pH: 9.2 ( PEI kapli kolon icin )

Tampon ( 2 ): 50mmol/ L Borat , 20 mmol/ L. NaCl, 0.05 mmol /L. CTAB pH: 9.2
(CTAB kapli kolon i¢in)

6.5.2 Serumda NTBC tayini icin
20 mmol/ L Fosfat , 40 mmol/ L SDS, pH: 12.

6.5.3 Idrarda etilmalonik asit tayini icin
5 mmol/L 2,6-piridin dikarboksilik asit, 0.1 mmol/L CTAB , pH: 5.74
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6.6 Cahsilan Dalga Boylari, injeksiyon hacmi, injeksiyon tipi, uygulanan voltaj

Cizelge 6.1 : Calisilan dalga boylar, injeksiyon hacmi, injeksiyon tipi, uygulanan vol

Dalga Boyu injeksiyon Injeksiyon tipi Uygulanan
A(nm) hacmi Voltaj (kV)
(MPa, saniye)
Siiksinilaseton 295 5.107,5 Hidrodinamik - 28*
NTBC 278 5.107,5 Hidrodinamik 25
Etilmalonik 200 (indirekt ) 5.107,5 Hidrodinamik -28%
Asit

* - isareti injeksiyonun negatif elektrottan yapildiginin ve kapiler i¢indeki elektroosmotik
akig yoniiniin negatif kutuptan pozitif kutba dogru oldugunu gostermektedir.

6.7 Kolon Boylari

Cizelge 6.2 : Kolon boylar.

Toplam Uzunluk (cm ) Etkin Uzunluk ( cm )
Siiksinilaseton 48 40
NTBC 65 57
Etilmalonik Asit 57 49
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7. SONUCLAR

7.1 idrarda Siiksinilaseton Teshis ve Tayini icin CE Yontemi Gelistirilmesi

Teorik boliimde aciklandigi gibi kalitsal metabolik hastaliklarindan Tirozinemi Tip |
in tanist idrarda siiksinilaseton atimi ile belirlenir. Siiksinilasetonun formiilii Boliim
2, Sekil 2.1’ de verilmistir. Yapisinda bulunan ¢ift baglar nedeniyle, bu metabolitin
kapiler elektroforez ayrimi sonucunda UV detektorle tespitinin miimkiin olacagi
ongoriilebilir. Ayrica yapisinda bulunan karboksil grubu nedeniyle bazik ortamda
negatif yiiklii olacagi ve elektrik alan altinda serbest c¢ozeltide bir elektroforetik
mobiliteye sahip olacagi da ongoriiliir. Bu 6n goriiler sonucu bu analitin kapiler zon
elektroforez yontemiyle idrar matriksi icinden ayrilabilecegi ve direkt UV
dedeksiyon yoOntemiyle tayin edilebilecegi diisiiniilerek bu amacgla gerekli sartlar

gelistirilmeye baslanmistir.

Kapiler Zon Elektroforezde, genel uygulama Ornegin pozitif kutuptan injekte
edilerek, analitlerin negatif kutba yerlestirilen detektor tarafina elektroosmotik akisla
sirilklenmesi ve bu siiriklenme esnasinda ylik/biiyliklik oranlarma gore
ayrilmasidir. Genel olarak kapiler i¢inde olusan elektroosmotik akisin mobilitesi
tiirlerin elektroforetik mobilitesinden ¢ok biiyiik oldugundan tiim analitler yiiklerine
bakilmaksizin detektor yoniine yani negatif kutba go¢ ederler. Bu genel kurala iki
istisna, inorganik anyonlarla, kiiclik organik asitlerdir. Bu tiirlerin kendi
elektroforetik mobiliteleri oldukg¢a yiiksek oldugundan elektroosmotik akisin bu
tiirleri detektore siiriiklemesi uzun zaman alir. Bu nedenle bu tiirler i¢in kapilerin ig¢
ylizeyini pozitif yiikle kapliyarak, elektroosmotik akisin yoniiniinii negatif elektrottan
pozitif elektroda dogru ¢evirmek ve polariteyi degistirerek injeksiyonu da negatif
kutuptan yapmak tercih edilir. Bu sekilde bu iyonlarin elektroforetik mobilitelerinin
gb¢ yonleri ile elektroosmotik mobilite ayn1 yonde olacagindan ¢ok hizli bir ayirma
saglanir. Siiksinilasetonun molekiil yapis1 elektroforetik mobilitesinin yiiksek
olacagim1 gostermektedir. Yapilan on denemeler bu 6n yargiy1 destekleyince bu
analitin ayrnminin  kapli kapiler kolanda gerceklestirilmesine karar verildi.

Siiksinilaseton standard ile yapilan optimizasyon c¢alismalarinda iki tiir kapli kolon
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kullanildi. Bunlardan biri  pozitif yiiklii bir polielektrolit olan PEI kullanarak
deneysel kisimda agiklandigr sekilde kalici bir kaplama yapilarak, digeri ise ayirma
tamponu i¢ine pozitif yiiklii bir yiizey aktif madde ilave edilerek gecici bir kaplama
yapilmasidir. Calisma tamponu, calisma voltaji ve ¢calisma sicakligi, siiksinilaseton
pikinin miimkiin olan en kisa siirede ve en simetrik sekilde elektroferogramda
goriintiilenecegi sekilde optimize edildi. Siiksinilaseton i¢in tespit edilen ayirma
sartlar1, deneysel kissm Cizelge 6.1 ve 6.2° de verilmistir. PEI kapli kolonda 50
mmol/L borat tamponu ile (pH:9.2), CTAB kapl kolonda ise 50 mmol/ L Borat , 20
mmol/ L NaCl, 0.05 mmol /L CTAB Tampon (pH: 9.2) bilesimi ile optimal pik sekli
ve siiresi elde edilmistir. Her iki kaplama yonteminde, siiksinilaseton standart pikinin
2.1 dakika gibi ¢ok kisa siirelerde geldigi saptandi. Sekil 7.1°de PEI kapli kolonda,
Sekil 7.2 b’de CTAB kapli kolonda siiksinil aseton standart ¢ozeltisi ilave edilmis

normal insan idrarinin elektroferogrami goriilmektedir.
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Sekil 7.1 : PEI kapli kolonda 50 uM siiksinilaseton standardi eklenmis, 1/5 oraninda
seyreltilmis saglikli bir idrar 6rneginin elektroferogrami.
SA:Siiksinilaseton piki Kullanilan tampon, 50mmol/ L. Borat pH: 9.2.
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Sekil 7.2 : a) 1/5 oraninda seyreltilmis saglikli bir insanin idrar 6rnegi; b) 50 uM
siiksinilaseton standardi eklenmis idrar 6rnegi (1/5); c) Bir Tirozinemi Tip
1 hastasinin 1/5 oraninda seyreltilmis idrar 6rnegi. SA:Siiksinilaseton
piki. Kullanilan tampon, 50mmol/ L Borat , 20 mmol/ L NaCl, 0.05
mmol /L CTAB pH: 9.2.

7.1.1 Analiz yonteminin validasyonu
7.1.1.1 Kalibrasyon denklemleri

Siiksinilaseton icin 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mmol/L konsantrasyon
araliginda dogrusal kalibrasyon grafigi hem PEI kapli kolon icin ( Sekil 7.3) hemde
CTAB ile dinamik kaplanmis kolon icin ( Sekil 7.4 ) ¢izildi.

Alan Alan=0.2984648*miktar-0.0010701

0.6
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0.4 -]
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Sekil 7.3 : PEI kapl1 kolonda siiksinilasetonun kalibrasyon dogrusu.
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Sekil 7.4 : CTAB ile dinamik olarak kaplanan kolonda siiksinilasetonun kalibrasyon
dogrusu.

PEI ile kaplanmis kolondan elde edilen kalibrasyon denklemi y= 2.98465.10" x -
1.07010.10°  ve dogrusal korelasyon degeri ise 0.99996 dir. CTAB ile dinamik
olarak kaplanmus kolondan elde edilen kalibrasyon denklemi y= 3.060011.10" x +
8.64116.10° ve korelasyon degeri r=0.99993 dir.

7.1.1.2 Pik alam ve pik gelis siiresi tekrarlanabilirlik degerleri

Analiz yonteminin tekrarlanirligi, sitiksinilaseton Orneginin, ardarda yedi kez
injekte edilmesi ile kontrol edilmistir. Gelis siiresi ve pik alanlarinin % RSD olarak

tekrarlanabilirlik degerleri Cizelge 7.1°de goriilmektedir.

Cizelge 7.1 : Siiksinilasetonun tekrarlanabilirlik degerleri.

A(Pik Alam) %RSD t (gelis siiresi) % RSD
PEI kapl kolonda 7.6 0.7
CTAB kapl kolonda 10.9 1.6

7.1.1.3 Yontemin minimum dedeksiyon simir1 (LOD)

Yontemin LOD degeri elektroferogramin farkli bolgelerinden hesaplanan taban
cizginin ortalama giiriiltii miktarinin ii¢ kati sinyal kabul edilerek hesaplanmustir.

Buna gore siiksinilaseton ¢alismasinda CTAB ile kaplanan kolon i¢in LOD degeri
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0.042 mmol/L , PEI ile kaplanmis kolon i¢in ise 0.027 mmol/L olarak saptanmustir.
PEI kapli kolon 75pum oldugundan, LOD degeri daha diisiik ¢ikmistir.

7.1.1.4 Analiz yonteminin hasta idrar 6rneklerine uygulanmasi

Idrar numuneleri 1/5 (v/v) oraninda suyla seyreltildi. Normal insan idrarinda
siiksinilaseton bulunmamaktadir ve siiksinilaseton pikinin gelis zamaninda herhangi
bir matriks piki goriilmemistir. Idrar ornegine spike yapilarak injekte edilen
siiksinilaseton piki standartla ayni gelis siiresinde ve pik alan boyutlarinda gelmistir.
Siiksinilaseton pikinin idrar i¢inde tekrarlanmirhk degerlerinde bir degisim
goriilmemistir. Sonug olarak 1/5 oraninda seyreltilmis idrar matriksi pik alani ve
tekrarlanirlik degerlerini etkilememistir. Uygulama, deneysel kolaylik agisindan
CTAB ile dinamik kaplanmis kolonda yapilmistir. Sekil 7.1° de 1/5 oraminda
seyreltilmis normal insan idrar1 (a); Bu idrara siiksinilaseton standardi eklenerek elde
edilen elektroferogram(b); Ve 1/5 oraninda seyreltilmis hasta idrarinin (c)
elektroferogrami1 goriilmektedir. Hasta idrar ornegindeki siiksinilaseton pikinin
teshisi, idrar Ornegine standart ekleme yoOntemiyle ve muhtemel siiksinilaseton
pikinin on-line alinan spektrumunun, standart madde spektrumu ile karsilastiriimasi

ile yapilmistir.

Tirozinemi Tip I in teshisi icin idrarda siiksinilaseton tanisi yeterlidir ¢iinkii normal
insan idrarinda bu analit bulunmaz. Ancak tedavi amacla siiksinilaseton miktarinin
bilinmesi 6nemlidir. Inceledigimiz hasta drneginde siiksinilaseton miktar1 35 pmol/L

olarak bulunmustur.

7.2 Serumda NTBC Miktarin Tayini icin CE Yontemi Gelistirilmesi

NTBC bir triketondur. Molekiiliin, Boliim 3, Sekil 3.1 de verilen formiilii, molekiiliin
yikli olmadigint ve kapiler zon elektroforez kosullarinda ayrilamayacagini
gostermektedir. Bu nedenle bu calismada MEKC yontemi gelistirilmesi
amaclanmistir. Bu amagla fosfat tamponu i¢ine SDS yiizey aktif maddesi ilavesi ile
NTBC pikinin en uygun gé¢ zamam ve pik sekli elde edilmeye calisilmistir. Fosfat
tampon konsantrasyonu 20 ile 50 mmol/L arasinda ve SDS konsantrasyonu 20 ile 40
mmol/L. arasinda calisilmistir. En uygun karisim olarak 20 mmol/L fosfat ve 40
mmol/L SDS konsantrasyonu ve pH degeri olarak pH 12 se¢ilmistir. Ayirma sartlar

toplu olarak, Deneysel kisim Cizelge 6.1 ve 6.2 de gosterilmistir. Bu sartlarda NTBC
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4.1 dakika gibi ¢cok kisa bir siirede gelmistir. Sekil 7.5 de bir serum 6rneginin, NTBC
ile spike yapilmis serum Orneginin ve NTBC kullanan bir hasta serum Orneginin

elektroferogramlart verilmektedir.

30-
C
25
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=

Zaman (dak)

Sekil 7.5 : Bir serum 6rneginin elektroferogrami(A); NTBC eklenmis serum ornegi
(B); NTBC kullanan Tirozinemi tip I hasta serumu (C). * NTBC pikini
gostermektedir.

7.2.1 Metod validasyonu
7.2.1.1 Kalibrasyon dogrusu

Kalibrasyon dogrusu 25 ve 200 umol/L NTBC konsantrasyon araliginda diizeltilmis
pik alanlaria (A/t) karst cizilmistir. Bu smnirlarda kalibrasyon denklemi y=
0.00101585x-0.0006789 ve regrasyon degeri 0.99611(r) olarak bulunmustur.

Kalibrasyon dogrusu Sekil 7.6’da verilmigtir.
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Sekil 7.6 : NTBC nin kalibrasyon dogrusu
7.2.1.2 Tekrarlamirhk

Metodun kesinligi 100 umol/L NTBC c¢ozeltisinin artarda 5 kez injeksiyonu ile
kontrol edildi. Gelis siiresi ve diizeltilmis pik alam1 (A/t) tekrarlanirligi sirasiyla 0.73
ve 1.99 % RSD olarak tespit edildi. Giinler aras1 tekrarlanirlik ii¢ farkli giinde
pespese 5 kez injeksiyon ile hesaplandi. Pik alani i¢in giinler aras1 tekrarlanirlik 2.43

% RSD olarak bulundu.

7.2.1.3 LOD ve LOQ degerleri

Kalibrasyon c¢ozeltisi, 25 ile 200 umol/L. NTBC konsantrasyonu araliginda cizildi.
Kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayist 0.99611(r) olarak

bulundu.

Uc farkli temel cizgiden tespit edilen giiriiltiiniin iic katt LOD degeri olarak 3.17
pmol/L for NTBC olarak tespit edildi. LOQ degeri giiriiltii sinyalinin 10 kat1 olarak
10.6 umol/L olarak bulundu.

7.2.1.4 Metodun dogrulugu

Metodun dogrulugu, ii¢ farkli konsantrasyonda , 50, 100, and 150 pmol/L NTBC
konsantrasyonlarinda NTBC yi serum 6rnegine ilave ederek 6 farkli 6l¢lim alinarak

yapildi. Geri kazanim degerleri % 74 ile 84 arasinda bulundu.
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Validasyon degerleri toplu olarak Cizelge 7.2’de verilmistir.

Cizelge 7.2 : NTBC icin validasyon degerleri.

Giinici iki injeksiyon arasi (n=5) kesinlik:

Diizeltilmis pik alan1 (A/t) 1.99

Giinler arasi (n= 5x3 giin) kesinlik:

Diizeltilmis pik alan1 (A/t) 2.43

LOD (umol/L) 3.17

LOQ (umol/L) 10.6

NTBC eklenmis serum oérnekleri (umol/L) Geri Kazanim (%)
50 74+ 7

100 84+ 5

150 84+ 4

7.2.1.5 Yontemin hasta serumunda NTBC tayinine uygulanmasi

Yontemin uygulanmas1 NTBC tedavisi goren bir tirozinemi tip I hastasinin serum
orneginde bu ilacin tayinine uygulandi. Sekil 7.5 —C’ de giinde kg basina 1 mg
NTBC alan bir hastanin serum elektroferogrami goriilmektedir. Bu 6rnekte serum

NTBC konsantrasyonu 38.43 umol/L NTBC olarak tespit edilmistir.

7.3 Idrarda Etilmalonik Asit Teshis ve Tayini Icin CE Yontemi Gelistirilmesi

Etil malonik Asitin Boliim 4, Sekil 4.2 de gosterilen formiilii, siiksinilasetona benzer
sekilde bu molekiiliinde asit grubu igerdiginden, bazik alanda yiik kazanacagi ve
CZE ile ayrilabilecegini ongoriir. Siiksinilasetonda oldugu gibi kiiciik bir organik asit
olan bu molekiiliin elektroforetik mobilitesi yiiksek olacagindan kapiler duvarini
pozitif olarak kaplayarak elektroosmotik akis yonii ile, etilmalonik asidin
elektroforetik go¢ yoniinii ayni1 yone cevirerek hizli bir ayirima ulasilabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu amagla CTAB kullanilarak dinamik bir kaplama yoluna gidildi.
Ancak etilmalonik asit siiksinilasetonun aksine UV aktif bir molekiil degildir. Bu
nedenle bu calismada CZE ayirma ve indirek UV deteksiyon yontemi secilmistir.
Indirek deteksiyonun prensibi kapiler icinde bulunan tampon ¢zeltiye uygun bir
kromofor madde ilave etmektir. Kromoforun mobilitesi ile analitlerin mobilitesi
birbirlerine yakin ise analitler UV detektoriin karsisindan gecerken detektdriin
gordiigli kromoforun geri sinyalinde bir diislis olur. Elde edilen negatif piklerin
alanlar1 analit konsantrasyonu ile orantilidir. Bu ¢alismada analitle mobilitesi uyumlu
olan ve molar absorptivitesi ¢cok yliksek olan bir kromofor, 2,6- piridin karboksilik

asit tampon i¢ine ilave edilmistir. Yapilan 6n caligmalar sonucu en uygun tampon
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bilesimi olarak 5 mmol/L 2,6-piridin dikarboksilik asit, 0.1 mmol/L CTAB , pH: 5.74
olarak sec¢ilmistir. Kullanilan kromofor ayn1 zamanda zayif bir asit oldugundan aym
zamanda tampon gorevi yapmaktadir. Ayirma sartlari toplu olarak deneysel kisimda
Cizelge 6.1 ve 6.2°de verilmistir. Sekil 7.7°de saglikli bir kisinin idrar numunesinin
elektroforeogrami (A), Etilmalonik asit eklenmis idrar numunesinin elektroforegrami
(B) ve Etilmalonik asidiiri tanili bir hastanin idrar numunesinin elektroforeogrami
(C) toplu olarak verilmistir. Elektroferogramda negatif pikler integrasyon kolayligi

acisindan goriintii olarak pozitif piklere doniistiiriilmiistiir.

200 -
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Sekil 7.7 : A) Saglikli bir kisinin idrar numunesinin elektroforeogramu ;
B) Etilmalonik asit eklenmis idrar numunesinin elektroforegrama ;
C) Etilmalonik asidiiri tanil1 bir hastanin idrar numunesinin
elektrofereogrami. * etilmalonik asit pikini gostermektedir.

7.3.1 Metod validasyonu
7.3.1.1 Kalibrasyon dogrusu

Etilmalonik asit i¢in 10, 25, 50, 75, 100, 250, 500, 750 pmol/ L konsantrasyon
degerlerinde dogrusal kalibrasyon grafigi cizildi. Kalibrasyon dogrusunun denklemi
y=2,25045.10" x + 1.59091.10° olarak korelasyon degeri 0.99920 ( r ) olarak tespit
edildi. Kalibrasyon dogrusu Sekil 7.8’de verilmistir.
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Sekil 7.8 : Etilmalonik asitin kalibrasyon dogrusu.
7.3.1.2 Tekrarlanmirhk

Metodun kesinligi 50 umol/L etilmalonik asit ¢6zeltisinin artarda 6 kez injeksiyonu
ile kontrol edildi. Gelis siiresi ve diizeltilmis pik alan1 (A/t) tekrarlanirligi sirasiyla
0.17 ve 0.89 % RSD olarak tespit edildi ( Cizelge 7.3 ). Giinler aras1 tekrarlanirlik {i¢
farkli giinde pes pese 6 kez injeksiyon ile hesaplandi. Pik alanmi icin giinler arasi

tekrarlanirlik 1.91 % RSD olarak bulundu.

Cizelge 7.3 : Etilmalonik asidin tekrarlanabilirlik degerleri

A/ t (Pik Alam1) % RSD t (gelis siiresi) % RSD

0,89 0,17

7.3.1.3 LOD ve LOQ degerleri

Etilmalonik asit icin LOD degeri 11.78 umol/L. ve LOQ degeri 39.3 umol/L olarak
saptanmistir.

7.3.1.4 Metodun dogrulugu

Metodun dogrulugu, ii¢ farkli konsantrasyonda 25, 50 ve 100, umol/L EMA
konsantrasyonlarinda EMA’ y1 idrar ornegine ilave ederek 6 farkli 6l¢iim alinarak

yapildi. Geri kazanim degerleri % 96.6 olarak bulundu.

Validasyon degerleri toplu olarak Cizelge 7.4’de verilmistir.
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Cizelge 7.4 : Etilmalonik asit i¢in validasyon degerleri.

Giin ici iki injeksiyon arasi (n=6) kesinlik:

Diizeltilmis pik alan1 (A/t) 0.89
Giinler arasi (n= 5x3 giin) kesinlik:

Diizeltilmis pik alan1 (A/t) 1.91
LOD (umol/L) 11.78
LOQ (umol/L) 39.30

EMA eklenmis normal idrar érnekleri (umol/L)

25
50
100

Geri Kazanim (%)
96+2
96+2
08+2

7.3.1.5 Yontemin hasta idrarinda etilmalonik asit tayinine uygulanmasi

Yontemin uygulanmasi etilmalonik asidiiri tanis1 konulmus ve heniiz tedavi altina

alinmamis hasta idrar 6rneginde gelistirdigimiz yontem ile etilmalonik asit tayini

yapildi. yapilan tayin sonrast goren bir tirozinemi tip I hastasinin serum 6rneginde

bu ilacin tayinine uygulandi. Sekil 7.7 —C’ de etilmalonik asidiirili bir hastanin idrar

elektroferogramu goriilmektedir. Bu drnekte idrar EMA konsantrasyonu 78.4 pmol/ L

olarak tespit edilmistir.
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8. SONUCLAR

8.1 Tartisma

Bu calismanin birinci ayaginda, kalitsal metabolizma hastaliklarindan olan
tirozinemi tip I’ in tanist icin gerekli olan idrarda siiksinilaseton diizeyi 2.17 dakika
gibi kisa bir siirede herhangi bir 6n isleme gerek duymaksizin yeni bir kapiler
elektroforetik yontem ile analiz edilmistir [86]. Siiksinilasetonun tanis1 simdiye kadar
GC analizi ile yapilmaktaydi [87]. GC analizi i¢in uzun zaman ve reaktif gereken 6n
tiirevlendirme islemi uygulanmaktadir. CE calismasinda idrar 6rnekleri seyreltilerek
dogrudan injekte edilmis ve cok kisa bir siirede siiksinilaseton piki teshis edilmistir.
Normal insan idrarinda siiksinilaseton bulunmadig1 ve siiksinilasetonun gelis siiresi
yakinlarinda idrar matriksine ait bir pik goriilmedigi i¢cin CE yOntemiyle idrarda
stiksinilaseton pikinin goriiniimii tirozinemi tip 1 hastaliginin hizli ve ekonomik bir

analiz yontemiyle teshisini saglamaktadir.

Calismamizin ikinci ayaginda, Tirozinemi tip I’ in tedavisinde kullanilan NTBC’
ila¢c maddesinin serumda miktar tayinini hedeflemistir. Tirozinemi Tip 1 hastalar
icin karaciger nakli tek segenekken, 1992 yilinda NTBC nin bu hastaligin tedavisi
icin kullanilmaya baslanmasi bu genetik bozukluga sahip cocuklar i¢in biiyiik bir
umut olmustur. NTBC hala arastirma altinda bir ilagtir. NTBC kullanimina ait farkl
ilkelerden ve farkli hastahanelerden klinik c¢alismalar muntazam olarak
raporlanmaktadir. Her y1l Avrupa ila¢ organizasyonu (Europian Medicines Agency,
EMEA) NTBC uygulamalar1 hakkinda yenilikleri tarayip rapor etmektedir. Su anda
tavsiye edilen giinlik doz viicut agirh@ (kg) basina 1 mg dir. NTBC tedavisine
cevabi az olan hastalarda bu doz arttirilabilmektedir.Ancak NTBC nin yan etkilerini
minumumda tutmak i¢in serum NTBC diizeyinin 40-50 pmol/ L de tutulmasi tavsiye
edilir [28, 61, 87, 88]. Kisisel doz ayarlamasi kisinin biyokimyasal cevabina ve
serum NTBC seviyelerine gore ayarlanmaktadir. Serum NTBC seviyelerinin rutin
olarak tespiti bircok laboratuvar i¢cin miimkiin degildir. Simdiye kadar bir kolon likid
kromatografik metod [90] ve daha pahali cihaz donanimi gerektiren bir LC-MS/MS
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metod [91] literatiirde rapor edilmistir. Calismamizda gene serum Orneginin basit bir
operasyonla deproteinize edilmesinden sonra direk injeksiyonu ile 4.1 dak. gibi ¢cok

kisa siirede NTBC teshisi yapilmistir [89].

Calismanin iciincii ve son ayaginda ise, etilmalonik asidiiri teshisi icin, idrarda
etilmalonik asit diizeyi 2.1 dakikalik bir zamanda herhangi bir 6n isleme gerek

duymaksizin indirekt dedeksiyon yardimiyla kolayca tespit edilmistir.

Her ii¢ yontemde de minumum dedeksiyon limitleri hastaliklarin teshisi ve tedavi
siirecindeki seyri acgisindan yeterli diizeydedir. Gelistirilen yontemlerin her ii¢ii de

tekrarlanabilir sonuclar vermektedirler.

CE’in biyolojik orneklerinin analizinde GC, GC- MS, HPLC’ye gore avantaji 6n
saflagtirma gerektirmeksizin Orneklerin kolona injekte edilmesi ve ¢ok az madde
tilketimidir. Silika kolonlar farkl ¢oziiciilerle yikanarak rejenere edilebilir ve HPLC
kolonlara gore kiyaslanmayacak ol¢iide ekonomiktir. CE yontemlerinin, kisa analiz
siireleri hem zaman hem de para yoniinden ekonomi saglamaktadir. Ayrica cihazin
kendi fiyat1 ve sarf malzelerinin maliyeti diisiiniildiigiinde test basina maliyette

Oonemli avantajlar saglamaktadir.

Sonug¢ olarak, kapiler elektroforez, idrarda siiksinilaseton tayini, serumda NTBC
tayini ve idrarda etilmalonik asit tayini icin hizli, kolay, ucuz, basit ve klinik

calismalar i¢in uygun bir teknik olarak onerilmektedir.

44



KAYNAKLAR

[1]-Onat T, 1996, Cocuk Saglhigi ve Hastaliklar, Istanbul. Eksen Yayinlari, Cilt 1,
s:294- 319

[2]-Hasanoglu E, Diisiinsel R, Bideci A, 2010, Temel Pediatri,Ankara, Giines Tip
Kitabevi, s: 515-61

[3]-William L. Nyhan, Pmar T Ozand, 1998, Atlas of Metabolic Diseases.
London, Chapman & Hall Medical, p: 1,153, 646.

[4]-Fernandes F, 2006, Inborn Metabolic Diseases Diagnosis and Treatmant.
Heidelberg, Springer, Fourth, Revised Edition, p: 3,5,237,238.

[5]-Aktuglu- Zeybek AC, 2009, Tip 1 Tirozinemili Cocuklarin Klinik ve Laboratuar
Ozellikleri ile Uzun Siireli Izlem Sonuglarmin Geriye Yonelik
Incelenmesi, Yan Dal Uzmanlik Tezi, Istanbul Universitesi,
Cerrahpaga Tip Fakiiltesi, Istanbul.

[6]- Mitchell G, Grompe M, Lambert M, Tanguay R, 2001, Hypertyrosinemia. In:
Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Vale D eds. The Metabolic Basis
of Inherited Disease, 8th ed. New York: McGraw-Hill, 1777-1806

[7]- Russo PA, Mitchell GA, Tanguay RM, 2001, Tyrosinemia: A review. Pediatr
Dev Pathol. 4: 212-21.

[8]-Sweetman L, 1991, Organic acid analysis. In Hommes FA ed. Techniques in
diagnostic Human Biochemical Genetics: A Laboratory Manual. New
York: Wiley-Liss, p 143

[9]-Jakobs C, Dorland L, Wikkerink B, Kok RM, de Jong AP, Wadman SK,
1988, Stable isotope dilution analysis of succinylacetone using
electron capture negative ion mass fragmentography: an accurate
approach to the pre- and neonatal diagnosis of hereditary tyrosinemia
type L. Clin Chim Acta 171 (2-3):223-231.

[10]-Mitchell GA, Rezvani Iraj, 2007, Tyrosine. In: Kliegman RM, Behrman RE,
Jenson HB, Stanton FB eds. Nelson Texbook of Pediatrics 18th ed.
United States of America: Saunders, 532-536

[11]-Paradis K, 1996, Tyrosinemia: The Quebec experience. Clin Invest Med.
19:311-6

[12]-Sakai K, Kitagawa T, 1957, An atypical case of tyrosinosis (1-
parahydroxyphenyllactic aciduria): I. Clinical and laboratory findings.
Jikei Med ], 4: 1

[13]-Sakai K, Kitagawa T, Yoshioka K, 1957, An atypical case of tyrosinosis (1-
parahydroxyphenyllactic aciduria): III. The outcome of the patient:
pathological and biochemical observations of the organ tissues. Jikei
Med ], 6: 15

45



[14]-Lindblad B, Lindstedt S, Steen G, 1977, On the enzymic defects in hereditary
tyrosinemia. Proc Natl Acad Sci USA 74:4641-4645

[15]- Falstrom SP, Lindblad B, Lindstedt S, Steen G, 1979, Hereditary
tyrosinemia-fumarylacetoacetate deficiency. Pediatr Res, 13:78

[16]-Chakparani A, Holme E, 2006, Disorders of Tyrosine Metabolism. In:
Fernandes J, Saudubray JM, van den Berghe G, Walter JH eds. Inborn

Metabolic Diseases Diagnosis and Treatment, 4th ed. Spinzer Medizin
Verlag Heidelberg, 235-238

[17]-Van Spronsen FJ, Thomasse Y, Smit GPA, Leonard JV, Clayton PT, Fidler
V, Berger R, Hugo S, Heymans HS, 1994, Hereditary tyrosinemia
type I: a new clinical classification with difference in prognosis on
dietary treatment. Hepatology. 20:1187-91

[18]-Nyhan WL, Bashop AB, Ozand PT, 2005, Hepatorenal tyrosinemia/
fumarylacetoacetate hydrolase deficiency. In: Nyhan WL, Bashop
AB, Ozand PT eds.Atlas of Metabolic Diseases 2nd ed: London,
Hodder Education 175-182

[19]-Hostetter MK, Levy HL, Winter HS, Knight GJ, Haddow JE, 1983,
Evidence for liver disease preceding amino acid abnormalities in
hereditary tyrosinemia. N Engl J Med. 308:1265-7

[20]-Croffie JM, Gupta SK, Chong SK, Fitzgerald JF, 1999, Tyrosinemia type I
should be suspected in infants with severe coagulopathy even in the
absence of other signs of liver failure. Pediatrics, 103:675-8

[21]-Dehner LP, Snover DC, Sharp HL, Ascher N, Nakhleh R, Day DL, 1989,
Hereditary tyrosinemia type I (chronic form): pathological findings in
liver. Hum Pathol,20:149-158

[22]-Mitchell GA, Russo P, Dubois J, Alvarez F, 2001, Tyrosinemia. In: Suchy FJ,
ed. Liver Disease in Children, 2nd edition. St. Louis: Mosby-Year
Book, 667-686

[23]-Larochelle J, Mortezai A, Belanger M, Tremblay M, Claveau JC, Aubin G,
1997, Experience with 37 infants with tyrosinemia. Canad. Med. Ass.
J.97:1051-1054

[24]-Weinberg AG, Mize CE, Worthen HG, 1976, The occurence of hepatoma in
the chronic form of hereditary tyrosinemia. J Pediart 88: 434-. 438

[25]-Fellman JH, Fujita TS, Roth ES, 1972, Assay, properties and tissue
distribution of p-hydroxyphenylpyruvate hydroxylase. Biochim
Biophys Acta 284: 90-100

[26]-Lindblad B, Fallstrom SP, Hoyer S, Nordborg C, Solymar L, Velander H,
1987, Cardiomyopathy in fumarylacetttoacetase deficiency (hereditary

tyrosinemia): a new feature of the disease J Inherited Metab Dis
10(Suppl 2):319-322

[27]-Arora N, Stumper O, Wright J, Kelly DA, McKiernan PJ, 2006,
Cardiomyopathy in tyrosinemia type I is common but usually bening.
J Inherit Metab Dis 29:54-57

46



[28]-Santra S, Baumann U, 2008, Experience of nitisinone for the pharmacological
treatment of hereditary tyrosinaemia type 1. Expert Opin
Pharmacother, 9:1229-36.

[29]-Sassa S, Kappas A, 1983, Hereditary tyrosinemia and the heme biosynthetic
pathway. Profound inhibition of 6-aminoalevulinic acid dehydratase
activity by succinylacetone. J Clin Invest, 71: 625-634

[30]-St-Louis M, Tanguay RM, 1997, Mutations in the fumarylacetoacetate

hydrolase gene causing hereditary tyrosinemia type I: overview. Hum
Mutat, 9:291-299

[31]-Bergman AJIW, van den Berg IET, Brink W, Poll-The BT, Ploos van
Amstel JK, Berger R, 1998, Spectrum of mutations in the
fumarylacetoacetate hydrolase gene of tyrosinemia type 1 patients in

northwestern Europe and Mediterranean countries. Hum Mutat,
12:19-26.

[32]-Poudrier J, Lettre F, Scriver CR, Larochelle J, Tanguay RM, 1998
Different clinical forms of hereditary tyrosinemia (type I) in patients
with identical genotypes. Mol Genet Metab, 64:119—125

[33]-Kogut MD, Shaw KN, Donnell GN, 1967, Tyrosinosis. Am J Dis Child 113:
47-53.

[34]-Christensen E, Jacobsen BB, Gregersen N, Hjeds H, Pedersen JB, Brandt
NJ, Baekmark UB, 1981, Urinary excretion of succinylacetone and

delta-aminolevulinic acid in patients with hereditary tyrosinemia. Clin
Chim Acta, 116 (3):331-41.

[35]-Grompe M, 2001, The pathophysiology and treatment of hereditary
tyrosinemia type 1. Semin Liver Dis, 21:563-71.

[36]-KVvittingen EA, Halvorsen S, Jellum E, 1983, Deficient fumarylacetoacetate
fumarylhydolase activity in lymphocytes and fibroblasts from patients
with hereditary tyrosinemia. Pediatr Res, 17: 541-544.

[37]-Frazier DM, Millington DS, McCandless SE, Koeberl DD, Weavil SD,
Chaing SH, Muenzer J, 2006, The tandem mass spectrometry

newborn screening experience in North Carolina: 1997-2005. J Inherit
Metab Dis. 29 (1):76-85.

[38]-Zytkovicz TH, Fitzgerald EF, Marsden D, Larson CA, Shih VE, Johnson
DM, Strauss AW, Comeau AM, Eaton RB, Grady GF, 2001,
Tandem mass spectrometric analysis for amino, organic, and fatty acid
disorders in newborn dried blood spots: a two-year summary from the
New England Newborn Screening Program. Clin Chem. 47(11):1945-
55.

[39]-Han LS, Ye J, Qiu W], Gao XL, Wang Y, Gu XF, 2007, Selective screening
for inborn errors of metabolism on clinical patients using tandem mass
spectrometry in China: a four-year report. J Inherit Metab Dis.
30(4):507-14.

[40]-Laberge C, Grenier A, Valet JP, Morissette J, 1990, Fumarylacetoacetase
measurement as a mass-screening procedure for hereditary
tyrosinemia type I. Am J Hum Genet. 47(2):325-8.

47



[41]-Kvittingen EA, Rootwelt H, van Dam T, van Faassen H, Berger R, 1992,
Hereditary tyrosinemia type I: lack of correlation between clinical

findings and amount of immunoreactive fumarylacetoacetase protein.
Pediatr Res. 31(1):43-6.

[42]-Schulze A, Frommhold D, Hoffmann GF, Mayatepek E, 2001,
Spectrophotometric microassay for delta-aminolevulinate dehydratase

in dried-blood spots as confirmation for hereditary tyrosinemia type I.
Clin Chem. 47(8):1424-9.

[43]-Allard P, Grenier A, Korson MS, Zytkovicz TH, 2004, Newborn screening
for hepatorenal tyrosinemia by tandem mass spectrometry: analysis of
succinylacetone extracted from dried blood spots. Clin Biochem.
37(11):1010-5.

[44]-Magera MJ, Gunawardena ND, Hahn SH, Tortorelli S, Mitchell GA,
Goodman SI, Rinaldo P, Matern D, 2006, Quantitative
determination of succinylacetone in dried blood spots for newborn
screening of tyrosinemia type I. Mol Genet Metab. 88(1):16-21.

[45]-Sander J, Janzen N, Peter M, Sander S, Steuerwald U, Holtkamp U,
Schwahn B, Mayatepek E, Trefz FK, Das AM, 2006, Newborn
screening for hepatorenal tyrosinemia: Tandem mass spectrometric
quantification of succinylacetone. Clin Chem. 52(3):482-7.

[46]-Turgeon C, Magera MJ, Allard P, Tortorelli S, Gavrilov D, Oglesbee D,
Raymond K, Rinaldo P, Matern D, 2008, Combined newborn
screening for succinylacetone, amino acids, and acylcarnitines in dried
blood spots. Clin Chem. 54(4):657-64.

[47]-Pettit BR, MacKenzie F, King GS, Leonard JV, 1984, The antenatal
diagnosis and aid to the management of hereditary tyrosinaemia by
use of a specific and sensitive GC-MS assay for succinylacetone. J
Inherit Metab Dis. 7 Suppl 2:135-6.

[48]-Jakobs C, Stellaard F, Kvittingen EA, Henderson M, Lilford R, 1990, First-
trimester prenatal diagnosis of tyrosinemia type I by amniotic fluid
succinylacetone determination. Prenat Diagn. 10:133-4.

[49]-Jakobs C, Dorland L, Wikkerink B, Kok RM, de Jong AP, Wadman SK,
1988, Stable isotope dilution analysis of succinylacetone using
electron capture negative ion mass fragmentography: an accurate
approach to the pre- and neonatal diagnosis of hereditary tyrosinemia
type L. Clin Chim Acta. 171:223-31.

[50]-Gagné R, Lescault A, Grenier A, Laberge C, Mélancon SB, Dallaire L,
1982, Prenatal diagnosis of hereditary tyrosinaemia: measurement of
succinylacetone in amniotic fluid. Prenat Diagn. 2:185-8.

[51]-Grenier A, Cederbaum S, Laberge C, Gagné R, Jakobs C, Tanguay RM,
1996, A case of tyrosinaemia type I with normal level of
succinylacetone in the amniotic fluid. Prenat Diagn. 16(3):239-42.

[52]-Poudrier J, Lettre F, St-Louis M, Tanguay RM, 1999, Genotyping of a case
of tyrosinaemia type I with normal level of succinylacetone in
amniotic fluid. Prenat Diagn. 19 (1):61-3.

48



[53]-KVvittingen EA, Brodtkorb E, 1986, The pre- and post-natal diagnosis of
tyrosinemia type I and the detection of the carrier state by assay of
fumarylacetoacetase. Scand J Clin Lab Invest Suppl 184:35-40.

[54]-Kvittingen EA, Steinmann B, Gitzelmann R, Leonard JV, Andria G,
Borresen AL, Mossman J, Micara G, Lindblad B, 1985, Prenatal
diagnosis of hereditary tyrosinemia by determination of
fumarylacetoacetase in cultured amniotic fluid cells. Pediatr Res.
19:334-7.

[55]-Kvittingen EA, Guibaud PP, Divry P, Mandon G, Rolland MO,
Domenichini Y, Jakobs C, Christensen E, 1986, Prenatal diagnosis
of hereditary tyrosinaemia type I by determination of
fumarylacetoacetase in chorionic villus material. Eur J Pediatr.
144(6):597-8)

[56]-Lock EA, Ellis MK, Gaskin P, Robinson M, Auton TR, Provan WM, Smith
LL, Prisbylla MP, Mutter LC, Lee DL, 1998, From toxicological
problem to therapeutic use: the discovery of the mode of action of 2-
(2-nitro-4-trifluoromethylbenzoyl)-1,3-cyclohexanedione (NTBC), its
toxicology and development as a drug. J Inherit Metab Dis.
21(5):498-506.

[57]-McKiernan PJ, 2006, Nitisinone in the treatment of hereditary tyrosinaemia
type 1. Drugs. 66(6):743-50.

[58]-Lock EA, Gaskin P, Ellis MK, Provan WM, Robinson M, Smith LL,
Prisbylla MP, Mutter LC, 1996, Tissue distribution of 2-(2-nitro-4-
trifluoromethylbenzoyl)cyclohexane-1-3-dione (NTBC): effect on
enzymes involved in tyrosine catabolism and relevance to ocular
toxicity in the rat. Toxicol Appl Pharmacol. 141(2):439-47.

[59]-Lock EA, Gaskin P, Ellis MK, Robinson M, Provan WM, Smith LL, 1998,
The effect of a low-protein diet and dietary supplementation of
threonine on tyrosine and 2-(2-nitro-4-trifluoromethylbenzoyl)
cyclohexane-1,3-dione-induced corneal lesions, the extent of
tyrosinemia, and the activity of enzymes involved in tyrosine
catabolism in the rat. Toxicol Appl Pharmacol. 150(1):125-32.

[60]-Hall MG, Wilks MF, Provan WM, Eksborg S, Lumbholtz B, 2001,
Pharmacokinetics and pharmacodynamics of NTBC (2-(2-nitro-4-
fluoromethylbenzoyl)-1,3-cyclohexanedione) and mesotrione,
inhibitors of 4-hydroxyphenyl pyruvate dioxygenase (HPPD)
following a single dose to healthy male volunteers. Br J Clin
Pharmacol. 52(2):169-77.

[61]-Holme E, Lindstedt S, 1998, Tyrosinemia type I and NTBC (2-(2-nitro-4-
trifluoromethylbenzoyl)-1,3-cyclohexanodione. J Inherit Metab Dis
21:507-517.

[62]-Nyhan WL, 1984, Ethylmalonic aciduria: in Abnormaities in Amino Acid
Metabolisam in Clinical Medicine. Appleton Century Crofts, Norwalk
CN, 118.

[63]-Tanaka K, Mantago S, Genel M, et al, 1977, New defect in fatty acid
metabolism with hypoglycemia and organic aciduria. Lancet 2:986.

49



[64]-Goodman SI, Frerman FE, Loehr JP, 1987, Recent progress in understanding
glutaric acidurias. Enzyme 38:76.

[65]-Bennet MJ, Gray RGF, Isherwood DM, et al, 1985, The diagnosis and
biochemical investigation of a patient with short chain fatty oxdation
defect. J Inherit Metab Dis 8:135.

[66]-Burlina AB, Zachello F, Donisi-Vici C, et al., 1991, New clinical phenotype
of branched-chain acyl-co A defect. Lancet 338:1522.

[67]-Burlina AB, Dionisi-Vici C, Bennett MJ, et al., 1994, A new syndrome wit
ethylmalonic aciduria and noral fatty acid oxidation in fibroblasts. J
Pediatr 124:79.

[68]-Ozand PT, Rashed M, Millington DS, Sakati N, Hazzaa S, Rahbeeni Z, al
Odaib A, Youssef N, Mazrou A, Gascon GG, et al., 1994,
Ethylmalonic aciduria: an organic acidemia with CNS involvement
and vasculopathy. Brain Dev. 16 Suppl:12-22.

[69]-McGowan KA, Nyhan WL, Barshop BA, Naviaux RK, Yu A, Haas RH,
Townsend JJ, 2004, The role of methionine in ethylmalonic
encephalopathy with petechiae. Arch Neurol. 61(4):570-4.

[70]-Chen E, Jerucki ER, Rinaldo P, et al.,, 1994, Nephrotic syndrome and
dysmorphic facial features in a new family of three affected siblings in
ethylmalonic encephalopathy. Am J Hum Genet 55:A2000.

[71]-Duran M, Dorland L, van den Berg IET, et al., 1997, The ethylmalonic acid
syndrome is associated with dearranged sulfur amino acid metabolism
leading to urinary excretion of thiosulfate and sulfothiocysteine.

Vienna VII th International Congress os Inborn Errors of Metabolism.
Abstract 048.

[72]- Hegre CS, Halenz DK, Lane MD, 1959, The enzymatic carboxylation of
butyryl coenzyme A. J AM Chem Soc 81:6526

[73]- Rétey J, Smith EH, Zagalak B, 1978, Investigation of the mechanism of the
methylmalonyl-CoA mutase reaction with the substrate analogue:
ethylmalonyl-CoA. Eur J Biochem. 83(2):437-51.

[74]- Garavaglia B, Colamaria V, Carrara F, Tonin P, Rimoldi M, Uziel G,
1994, Muscle cytochrome ¢ oxidase deficiency in two Italian patients
with ethylmalonic aciduria and peculiar clinical phenotype. J Inherit
Metab Dis. 17(3):301-3.

[75]- Zeviani M, Tiranti V, D’Aadamo P, et al., 2004, Ethylmalonic
encephalopathy is due to mutations in ETHEL. J Inherit Metab Dis 27:
(suppll) :177-0.

[76]- Bischoff C, Vang S, Burlina A,et al., 2004, High levels of EMA in suspected
SCAD patients are in certain cases due to defects in ETHE1 gene. J
Inherit Metab Dis 27: (Suppl 1) : 176-P

[77]- Jongerson JW and Lukacs KD, 1891, Zone Electrophoresis in Open- Tubuler
Glass Capillaries. Anal Chem. 53, 1298.

[78]-Engelhardt, H. and Beck, W., Schmitt, T,1994. Capillary Electrophoresis ,
Lengericher Handelsdruckkerei, Lengerich.

50



[79]- http://ull.chemistry.uakron.edu/chemsep/electrophoresis.

[80]-Bjergegaard, C. And Michaelsen, S., 1999, Chromatography and Capillary
Electrohoresis in Food Analysis, Paston Prepress, Denmark.

[81]-Heigher, D.N., 1992, High Performance Capillary Electrophoresis, Hewlett
Packard GmbH, Germany.

[82]-Garcia A, Barbas C, Aguilar R, 1998, Castro M.Capillary electrophoresis for
rapid profiling of organic acidurias. Clin Chem. 44(9):1905-11.

[83]-Garcia A, Barbas C, 2003,Capillary electrophoresis for the determination of
organic acidurias in body fluids: a review. Clin Chem Lab Med.
41(6):755-61. Review.

[84]-Baena B, Cifuentes A, Barbas C, 2005. Analysis of carboxylic acids in
biological fluids by capillary electrophoresis.Electrophoresis.
26(13):2622-36. Review.

[85]-Barbas C, Vallejo M, Garcia A, Barlow D, Hanna-Brown M, 2008,
Capillary electrophoresis as a metabolomic tool in antioxidant therapy
studies./ Pharm Biomed Anal. 9;47(2):388-98.

[86]-Cansever MS, Erim FB, 2005, Determination of urinary succinylacetone by
capillary electrophoresis for the diagnosis of tyrosinemia type I.J
Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci. 818(2):309-11.

[87]-Crone J, Moslinger D, Bodamer OA, Schima W, Huber WB, Holme E,
Stocker Ipsiroglu S, 2003, Reversibility of cirrhotic regenerative
liver nodules upon NTBC treatment in a child with tyrosinemia type L.
Acta Paediatr 92:625-628

[88]-Pitkdnen S, Salo MK, Vettenranta K, Nanto-Salonen K, Heikinheimo M,
1999, Serum type III procollagen in children with type I hereditary
tyrosinemia. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 29:38-41

[89]- Cansever MS. , Aktuglu-Zeybek AC, Erim FB, 2009, Determination of
NTBC in serum samples from patients with hereditary tyrosinemia
type 1 by capillary electrophoresis. Talanta. Online publication
complete:14-NOV-2009 DOI :10.1016/j.talanta. 10.032

[90]-Bielenstein M., Astner L., Ekberg S., 1999, Determination of 2-(2-nitro-4-
trifluoromethylbenzoyl)-1,3-cyclohexanedione in plasma by direct
injection into a coupled column liquid chromatographic system.
J.Chromatogr.B, 730 (2) ) 177-82.

[91]-Herebian D, Spiekerkotter U., Lamshoft M., Thimm E., Laryea M,
Mayatepek E., 2009, Liquid chromatography tandem mass
spectrometry method for the quantitation of NTBC (2-(nitro-4-
trifluoromethylbenzoyl)1,3-cyclohexanedione) in  plasma  of
tyrosinemia type 1 patients. J.Chromatogr.B, 877 1453

[92]-Erim FB, Cifuentes A, Poppe H, Kraak JC, 1996, Selectivity change in the
separation of proteins and peptides by capillary electrophoresis using
high-molecular-mass polyethyleneimine. J Chromatogr B Biomed
Appl. 31;681(1):21-7.

51






OZGECMIS

Ad Soyad: Mehmet Serif Cansever
Dogum Yeri ve Tarihi: Birecik, 25.01.1970

Adres: Bahcelievler mah. Celal Nuri Sk. No:27 Daire:22 — Bahcelievler/
ISTANBUL

Lisans: Cumhuriyet Universitesi, Kimya Boliimii, 1995
Yiiksek Lisans: istanbul Universitesi, Adlitip Enstitiisii, Adli Fen Bilimleri, 1998

Yayin Listesi:

* Cansever MS, Erim FB.Determination of urinary succinylacetone by capillary
electrophoresis for the diagnosis of tyrosinemia type I.J Chromatogr B Analyt
Technol Biomed Life Sci. 2005 Apr 25;818(2):309-11.

= Bozkurt P, Arslan I, Bakan M, Cansever MS. Free plasma levels of bupivacaine
and ropivacaine when used for caudal block in children. Eur J Anaesthesiol. 2005
Aug;22(8):640-1

= Altintas F, Gumus F, Kaya G, Mihmanli I, Kantarci F, Kaynak K, Cansever MS.
Interscalene brachial plexus block with bupivacaine and ropivacaine in patients with

chronic renal failure: diaphragmatic excursion and pulmonary function changes.
Anesth Analg. 2005 Apr;100(4):1166-71.

= Anag O, Sezer O, Candan O, Giingor FS and Cansever M.S. Carbonyl ylide
reactions of a-benzylidene-B-dicarbonyl compounds: competitive formation of

dihydrofurans and dihydrobenzoxepines. Tetrahedron Letters. 2008 February ; 46(6):
1062-1065

* Ana¢ O, Giingor FS, Kahveci C and Cansever MS. Reaction of a - B —Enones with
diazo Compunds. Reaction patways from (Z)- and (E)- a - B —enones with dimethyl
diazomalonate. Helvetica Chimica Acta. 2004; 87: 408-415.

= Cansever MS. , Aktuglu-Zeybek AC, Erim FB, 2009, Determination of NTBC in
serum samples from patients with hereditary tyrosinemia type I by capillary
electrophoresis. Talanta. Online publication complete:14-NOV-2009 DOI
:10.1016/j.talanta. 10.032

53



54



