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METABOL�K HASTALIKLARIN TE�H�S�NDE KAP�LER 
ELEKTROFOREZ 

ÖZET 

“Kalıtsal Metabolizma Hastalıkları” ( KMH ), anne ve babadan kalıtsal olarak geçen 
ve çok nadir görülen hastalıklardır. Ancak çok sayıda de�i�ik tipte kalıtsal metabolik 
hastalık bulundu�undan, hepsi birlikte de�erlendirildi�inde dünyada yılda do�an 
metabolik hastalıklı çocuk sayısı oldukça fazladır. Türkiye'de akraba evliliklerinin 
fazla olması nedeni ile kalıtsal metabolizma hastalıkları 'nın bir bölümünün sıklı�ı 
dünya ortalamalarının üzerindedir. 

Kalıtsal metabolizma hastalıklarına erken tanı konması çok önemlidir. Klinik 
belirtilerin ço�u kez özgün olmaması nedeni ile KMH 'nın birço�unun tanısı 
atlanmaktadır. Son yıllarda yeni analiz cihazlarının ve yöntemlerinin geli�tirilmesi ile 
bu açık kapatılmaktadır. Metabolik hastalıkların hızlı tanısı gereksinimine ba�lantılı 
olarak; hızlı, güvenilir ve ekonomik alternatif analiz yöntemlerinin geli�tirilmesi 
önem kazanır. Kapiler elektroforez, hızlı yöntem geli�imi, az madde kullanımı, 
ayırma kolonlarının  ucuzlu�u, cihaz maliyetinin uygunlu�u ve yüksek ayırma etkin 
bir analiz tekni�idir. Bu çalı�mada bu tekni�in farklı metabolik hastalıkların tanısına 
uygulanması amaçlanmı�tır. 

Tirozinemi tip I ve etilmalonik asidüri kalıtsal metabolik hastalıklar arasında gerek 
tanıda ya�anılan güçlükler gerekse tedavi edilebilirlik güçlükleri açısından önem 
ta�ıyan iki önemli Kalıtsal Metabolizma Hastalı�ı türüdür. Bu çalı�mada, 1: 
Tirozinemi tip I’ in tanısı için bu hastalı�ın belirleyicisi bir metabolitin 
süksinilaseton’un idrarda tayini; 2: Etilmalonik asidüri’ nin belirleyicisi olan bir 
metabolitin, etilmalonik asidin idrarda tayini; 3: Son on senedir  Tirozin tip I li 
bebekler üzerinde kullanılan ancak halen deneme a�amasında olan ve serumdaki 
miktarı bu hastalık nedeniyle olu�an metabolitleri bastırmada ve a�ır karaci�er 
tahribatını önlemede dikkatle tayin edilmesi gereken 2-(2-nitro-4-
triflorometilbenzoyl)-1,3-sikloheksanedion, (NTBC)’ isimli ilacın  hasta serumunda 
tayini için kapiler elektroforetik yöntemler geli�tirilmi�tir.  

Yöntem validasyonu yapılarak, geli�tirilen kapiler elektroforez yöntemlerin 
uygulaması hasta idrar ve serum örnekleri üzerinde uygulanarak, iki kalıtsal 
metabolizma hastalı�ının te�hisinde ve ilaç tedavisi süresince hasta izlenmesinde  
hızlı, kolay, ucuz, basit ve klinik çalı�malar için uygun teknikler oldu�u ortaya 
konmu�tur. 
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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.  G�R�� 

Metabolizma, canlıda ya�amın sürdürülmesi sırasında gerçekle�en tüm kimyasal 

tepkimelerdir. Her organizma, büyüme, geli�me, ısı, hareket, üreme gibi ya�amsal 

etkinlikleri sürdürebilmek için dı� çevreden bazı maddeler ve enerji almak 

zorundadır. Bu maddeler ve enerji, ya�amsal etkinliklerin sürdürülebilmesi için 

gereken organik moleküllerin sentezlenmesinde kullanılacaktır. Dı� çevreden alınan 

organik ya da inorganik moleküller, ya önce parçalanarak, yıkıma u�ratılarak ya da 

yıkıma gerek kalmadan gerekli moleküllerin sentezlenmesinde kullanılır [1-4]. 

Daha karma�ık yapıdaki moleküllerden olu�an maddelerin organizmada, daha basit 

yapılı moleküllere yıkımı süreçlerine metabolizmanın katabolizma süreçleri denilir. 

Daha basit yapıdaki moleküllerin, daha karma�ık yapıdaki moleküllerin sentezinde 

kullanılması ise anabolizma tepkimeleridir. Organizmada bir reaksiyonun ba�langıç 

maddesinden ürüne dönü�mesi süresince meydana gelen kimyasal de�i�ikliklere ara 

metabolizma, bu de�i�iklikler sırasında meydana gelen ara ürünlere metabolitler adı 

verilir [1-3]. 

�nsan genomunda yani hücresinin çekirdeklerinde ve mitokondrilerinde 30,000’e 

yakın gen bulunmaktadır. �nsan hayatının herhangi bir evresinde bazı genler 

de�i�ime (mutasyon) u�rayabilir. Mutasyonların bir bölümü canlıların sa�lı�ını 

bozmaz; hatta evrim sürecinin olu�u ve genetik farklılı�ın sa�lanması için bu 

mutasyonların varlı�ı bir zorunluluktur. Mutasyonların bir bölümü ise hafiften a�ıra 

kadar birçok yapı ve fonksiyon bozuklu�una yol açar  [1-4].  

Genetik hastalıklar mutasyona u�rayan gen sayısı ve çevresel faktörlerden etkilenme 

durumuna göre üç ana gruba ayrılır; 1. Kromozomal hastalıklar, 2. Poligenik 

multifaktöriyel hastalıklar ve 3. Monogenik hastalıklar. 

Monogenik hastalıklarda tek gen bozuktur. Bu hastalıkların çok büyük bir bölümü 

Mendelyen kalıtım �ekillerinden biri ile (otozomal resesif, otozomal dominant, X' e 

ba�lı resesif, X' e ba�lı dominant ) geçer. En çok otozomal resesif geçi� söz 

konusudur.  [1-3]. Kalıtsal metabolizma hastalıkları (KMH) monogenik hastalıklar 

grubuna dahildir. Bu hastalıklar çok nadir görülmelerine kar�ın, bir arada dü�ü-
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nüldüklerinde önemli bir yekün olu�tururlar (Çizelge 1). Toplam görülme sıklıkları 

%1 dolaylarındadır. Aslında klinik belirtilerin ço�u kez özgün olmaması nedeni ile 

KMH'nın birço�unun tanısı atlanmaktadır. Bu nedenle gerçek sayısı tespit edilenden 

çok daha fazladır. Ayrıca Türkiye'de akraba evliliklerinin fazla olması nedeni ile 

KMH'nın bir bölümünün sıklı�ı dünya ortalamalarının üzerindedir [1]. Tirozinemi tip 

I ve etilmalonik asidüri kalıtsal metabolik hastalıklar arasında gerek tanıda ya�anılan 

güçlükler gerekse tedavi edilebilirlik güçlükleri açısından önem ta�ıyan iki önemli 

KMH türüdür.  

Do�umsal metabolizma bozuklukları kavramı ilk olarak 1908 yılında Garrod 

tarafından ortaya atılmı�tır [2]. Garrod öncelikle albinizim, alkaptonüri, sistinüri ve 

pentozüri gibi metabolizma bozukluklarını tanımlamı�, bu klinik tabloların bir enzim 

eksikli�i sonucu geli�tiklerini ve kalıtsal olduklarını ileri sürmü�tür. Daha sonra bu 

alanda büyük a�amalar olmu� ve metabolik bozuklukların bir ço�u ayrıntılı olarak 

tanımlanmı�tır [2]. 

Geli�en teknoloji ile beraber metabolik hastalıkların tanı �ansları daha da 

artmaktadır. Geçti�imiz 50 yılda geli�mi� analitik yöntemlerin metabolik 

hastalıkların tanısı ve tedavi sürecindeki rolüyle önemli ilerlemeler kaydedilmi�tir. 

Kromatografik, spektrometrik ve elektroforetik yöntemlerin geli�mesi klinik 

çalı�malarda önemli rol oynamı�tır. Kapiler elektroforez, di�er kromatografik 

yöntemlere göre yeni ve metabolik hastalıkların tanısında önemli katkıları olan hızlı, 

güvenilir ve ucuz bir analitik yöntemdir. 

Bu çalı�mada, kalıtsal metabolizma hastalıklarından tirozinemi tip I’ in tanısı için 

idrarda süksinilaseton (SA) tayini; Bu hastalı�ın tedavisinde kullanılan 2-(2-nitro-4-

triflorometilbenzoyl)-1,3-sikloheksanedion (NTBC )’ nun  hasta serumunda tayini ve 

bir di�er kalıtsal metabolik hastalık olan etilmalonik asidüri’nin tanısı için idrarda 

etilmalonik asit ( EMA) tayini için, zaman ve test ba�ına maliyet açısından önemli 

ekonomi getirecek yeni kapiler elektroforetik analiz yöntemleri geli�tirilmesi 

hedeflenmi�tir. 
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Çizelge 1.1: Bazı kalıtsal metabolizma hastalıklarının (KMH) dünyadaki ortalama      

 görülme sıklıkları [1]. 

Hastalık Sıklık Hastalık Sıklık 

Kistik fibroz 

Kongenital hipotiroidi* 

Adrenal hiperplazi 

Fenilketonüri** 

Histidinemi 

Sistinüri*** 

�mminoglisinüri 

Hartnup Hastalı�ı 

Glikojen depo hastalıkları 

Üre siklusu defektleri 

Menkes Hastalı�ı 

Metakromatik lökodistrofi 

1: 2,000 

1: 4,500 

1: 5,000 

1:10,000 

1:12,000 

1:12,000 

1:13,000 

1:18,000 

1:20,000 

1:30,000 

1:35,000 

1:40,000 

 

Mukopolisakkaridozla 

Biotinidazyetersizli�i**** 

Klasik galaktozemi 

Hipofosfatazya 

Glisinüri 

Hiperglisinemi 

Cori Hastalı�ı 

Homosistinüri 

Pompe Hastalı�ı 

Akçaa�aç�urubuHast. 

Wilson hastalı�ı 

Alkaptonüri 

1: 45,000 

1: 60, 000 

1: 60, 000 

1: 100,000 

1: 100,000 

1: 100,000 

1: 125,000 

1: 160,000 

1: 175,000 

1: 175,000 

1: 200,000 

1: 250,000 

Türkiyedeki bazı hastalıkların sıklıkları (Kongenital hipotiroidi: 1:3000, **Fenilketonüri: 
1:4000, ***Sistinüri: 1:1000, ****Biotinidaz yetersizli�i: 1:10,000 ) 
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2.  T�ROZ�NEM� T�P I  

(Herediter Tirozinemi; Hepatorenal Tirozinemi; Konjenital Tirozinoz; 
Fumarilasetoasetat hidrolaz eksikli�i) 

Tirozin, 181.2 molekül a�ırlıklı, çözünürlü�ü son derece dü�ük olan ve yüksek 

yo�unluklarda kristaller olu�turan yarı esansiyel, aromatik bir aminoasittir [6]. 

Memelilerde L-tirozin halinde bulunur; diyet ile alınan proteinlerin ve doku 

proteinlerinin hidrolizi ya da esansiyel bir aminoasit olan fenilalaninin 

hidroksilasyonu ile elde edilir [6,7]. Tirozin sadece protein sentezinde kullanılan bir 

amino asit olmayıp dopamin, katekolamin, tiroksin ve melanin gibi çok önemli 

maddelerin de ön maddesidir [5]. 

Tirozinin yıkımı sırasında ortaya çıkan ara ürünlerin plazma yo�unlukları oldukça 

dü�üktür. Transaminasyon sonucu olu�an 4-hidroksifenilpiruvikasit (4-HFPA) (< 2.8 

�mol/L) renal tubüler hücreler tarafından temizlenir. 4-hidroksifenilpiruvat “laktat 

dehidrogenaz”ın etkisi ile 4-hidroksifenillaktik asite (4-HFLA) çevrilir. Kanda 4-

HFPA’nın arttı�ı durumlarda 4-hidroksifenilasetat (4-HFAA), 4-HFLA, N-

asetilfeniltirozin ve tiramin miktarlarında da artı� saptanır [5,6].  

Normal idrarda 4-HFPA, 4-HFLA ve N-asetil tirozin düzeyleri 2 mmol/mol kreatinin 

düzeyinin altındadır. 4-hidroksifenilasetat düzeyi ise 6-28 mmol/mol kreatinin’dir 

[8]. Sa�lıklı normal kontrollerde idrar süksinilaseton (SA) düzeyi 0.01-0.14 

µmol/mol kreatinin, plazma düzeyi ise 0.005-0.163 µmol/ L olarak belirlenmi�tir [9]. 

Tirozin metabolizması Çizelge 2.1’de gösterilmektedir. 
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Çizelge 2.1. Tirozin Metabolizması [1]. 

   

4-OH-fenilpirüvik asit 

Homogentisik asit

 Malleoloasitik asit 

Fümarilasetoasetik asit 

 Süksinil- 
  aseton 

          Fümarik asit + asetoasetik asit

Fenilalanin hidroksilaz

4-OH fenilpirü-
    vik asit

 dioksijenaz  

Tirozin aminotrasferaz

Homogentisik 

 asit oksidaz

 �zomeraz

Fümarilasetoasetat

       hidrolaz

Fenilpirüvat

 Parahidroksifenilasetat 

 Fenillaktat 

 Fenilasetat 

 Fenilasetilglütamin 

ALKAPTONÜR�

FEN�LKETONÜR � 

NTBC (-) 
 

Tirozin hidroksilaz + BH4, folik asit, niasin, demir) 

  ALB�N�ZM 

 FEN�LALAN�N  T�ROZ�N 

Delta-amino- 
 Levülinik asit 
   (d-ALA)

Porfobilinojen 

 d-ALA Dehidraz

Dihidroksifenilalanin (DOPA)

   Triptofan  

   5-hidroksi- 

 triptofan (5-HT) 

  Triptofan

dihidroksilaz   

BH4 

 Serotonin 

Norepinefrin  

 Melanin 

Metionin 
Adenozil- 
metionin

        Metionin
adenoziltransferaz 

 Melanositik tirozin 

 hidroksilaz   

 Tetrahidrobiyopterin (BH4) 

 TETRAH�DROB�OPTER�N 
         YETERS �ZL ��� 

 Tiroksin 

 T�ROZ�NEM � T�P III 
 HAWK�NS�NÜR� 
 YEN�DO�ANIN GEÇ�C� 
     H�PERT�ROZ�NEM�S� 
 

T�ROZ�NEM� T�P II 

T�ROZ�NEM� T�P I 

Epinefrin

Dopamin

B6 vit(+) 

Homovalinik 
asit 

C vit(+) 

C vit(+) 

C vit(+) 

B6 vit(+) 

 

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

basama�ında yer alan fumarilasetoasetat hidrolaz (FAH) enzim eksikli�i sonucu 

geli�en do�umsal metabolik bir hastalıktır. Otozomal resesif kalıtım gösterir. 

Görülme sıklı�ı 1/100000-1/120000 olarak belirlenmi�tir. Kanada’nın Quebec 

Saguenay Lac Saint Jean bölgesinde ta�ıyıcılık 1/20 olarak bildirilmi�tir [7, 11]. 
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Hastalı�ın klinik ve biyokimyasal özellikleri ilk olarak, Sakai ve arkada�ları 

tarafından ilerleyici karaci�er hastalı�ı ve D vitaminine dirençli ra�itizmi olan bir 

hastada tanımlanmı�tır [12, 13]. Bu hastanın idrarında p-hidroksifenillaktik asit, p-

hidroksifenilasetik asit ve tirozin varlı�ı gösterilmi�tir.  

1977’de Lindbald ve arkada�ları tirozinemili hastaların idrar organik asit analizinde 

“süksinilaseton” adı verilen bir bile�i�in varlı�ını saptamı�, ardından hastaların 

karaci�erlerinde “fumarilaseoasetat hidrolaz” aktivitesinin dü�ük oldu�unu 

göstermi�lerdir [14,15]. 

2.1 Klinik Bulgular 

TT1’de klinik bulgular çok çe�itli olup, yenido�an döneminden adolesan hatta 

eri�kin döneme kadar herhangi bir zamanda ortaya çıkabilir. Ba�langıç bulguları aynı 

aile fertlerinde bile birbirinden farklılıklar gösterebilir [6, 7, 16]. 

TT1, klasik olarak bulguların ba�lama ya�ına ve klinik seyrine göre üç ana grupta 

sınıflandırılır [6,7,17]:  

           1-Akut tip: 6 aylıktan küçük bebeklerde akut karaci�er yetersizli�i bulguları 

ile ba�layan tip 

            2-Subakut tip: 6 ay-1 ya� arası sütçocuklarında karaci�er hastalı�ı, geli�me 

gerili�i, pıhtıla�ma bozuklukları, hepatosplenomegali, ra�itizm, hipotoni bulguları ile 

seyreden tip 

           3-Kronik tip (�skandinav tipi): 1 ya�ından büyük çocuklarda kronik karaci�er 

hastalı�ı, böbrek hastalı�ı, ra�itizm ve/ya da porfiri benzeri ataklarla seyreden tip [5] 

Klinik seyir sırasında grup özelliklerinin birbiri içerisine geçti�i görülebilmektedir 

[16,18].  

1994 yılında van Spronsen ve arkada�ları yenido�an tarama programı ile erken 

dönemde saptanan olgular dı�ında kalan ve sadece tirozin kısıtlı diyet uygulanan 

tirozinemi tip I tanılı hastaların 1 yıllık mortalite oranlarını, hastalı�ın belirtilerin 

ba�langıç ya�ına göre: 2 aylıktan önce ortaya çıkan hastalarda % 60, 2-6 ay arası 

ortaya çıkanlarda % 23, 6 aydan sonra ortaya çıkanlarda ise % 4 olarak bildirilmi�tir 

[17].  
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Yenido�an taramalarının yaygınla�tırılması, genetik taramalar, erken dönemde diyete 

ba�lanması ve tedavisinde 2-(2-nitro-4-triflurometilbenzoil)-1,3-sikloheksanodion 

(NTBC) kullanımı hastalı�ın seyrinde belirgin de�i�ikliklere neden olmu�tur [7, 16].   

Hastalı�ın ana hedef organları karaci�er ve böbreklerdir. Bunun dı�ında nörolojik 

sistem, kardiyovasküler sistem ve ender olarak da pankreasla ilgili bulgular 

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

Karaci�er, tirozinemi tip I’in ana hedef organıdır ve hem mortalite hem morbidite 

üzerine etkisi büyüktür. Hastalarda karaci�er fonksiyonları üzerine toksik etkinin 

anne karnında ba�ladı�ı dü�ünülmektedir [19].  

Hastalarda karaci�er bulguları üç ana tabloya neden olabilmektedir:  

Akut karaci�er yetersizli�i,  

Kronik karaci�er hastalı�ı ve siroz  

Hepatoselüler karsinom [5].  

Bir hastada sırayla her üç tablo da geli�ebilir. Hastalı�ın a�ır akut formları süt 

çocuklu�u döneminde kusma, ishal, kanama bozuklukları, hepatomegali, sarılık, 

hipoglisemi, ödem ve asit bulguları ile ba�lar. �drarda karnabahar kokusu saptanabilir 

[6,16,20]. Sadece tirozin kısıtlı diyet uygulanan hastalarda ölüm oranı yüksektir [17].  

Kronik form TT 1’de ise karaci�erde kronik karaci�er hastalı�ı ve siroz bulguları 

saptanır. Aslında siroz hastalı�ın do�al seyrinin bir parçasıdır [7,21-23]. Kronik TT 

1’in en korkulan komplikasyonu hepatoselüler karsinom geli�imidir. Weinberg ve 

arkada�ları 1976’da yaptıkları bir ara�tırmada hastalı�ın do�al seyri içerisinde 2 

ya�ından büyük TT-I’li hastaların % 37’sinde hepatoselüler karsinom geli�ti�ini 

gözlemi�tir [24].  

Fumarilastoasetat hidrolaz eksikli�i sadece karaci�erde de�il böbreklerde özellikle 

proksimal tübülüs hücrelerinde toksik metabolit birikimine yol açar [25]. Hastaların 

ço�unda hafif tübüler disfonksiyondan böbrek yetersizli�ine kadar gidebilen çe�itli 

derecelerde böbrek tutulumu bulguları gözlenir [6,7,18]. Tirozin ve fenilalanin kısıtlı 

diyet a�ır böbrek hastalı�ı riskini azaltabilmektedir [6,7,18].  

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

nedenlerinden biri de genelikle akut intermittan porfiri atakları benzeri nörölojik 
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krizlerdir. van Spronsen ve arkada�ları hasta ölümlerinin %10’unun nörolojik 

krizlere ba�lı oldu�unu bildirilmi�lerdir [17].  

Kalp, tirozinemi tip I hastalarında sıklıkla etkilenebilen organlardan biridir. Kalpte 

en sık saptanan bulgu hastaların ço�unda septal hipertrofi bir kısmında ise konsantrik 

hipertrofi �eklindedir, klinik bulguya neden olmaz ve genellikle tanı sırasında yapılan 

ekokardiyografik inceleme sonucunda saptanır [26-28]. 

2.2 Genetik 

�nsan FAH geni 15q23-25 kromozomu üzerinde bulunur [30]. �nsan FAH cDNA’sı 

419 aminoasitten olu�ur ve 1,260 bp’lik bir mRNA tarafından kodlanır. Gen yakla�ık 

35 kbp boyutundadır ve 14 ekson içerir. FAH geninde tip I tirozinemiye neden olan 

33 farklı mutasyon tanımlanmı�tır [30,31].  

Aynı genotipe sahip hastalar arasında bile farklı klinik özeliklerin gözlenebilmesi 

hastalı�ın fenotipinin belirlenmesinde epigenetik ya da çevresel etmenlerin önemli 

rol oynadı�ını dü�ündürmü�tür [32]. 

2.3 Laboratuvar Bulguları ve Tanı 

Tirozinemi tip 1’in tarama programı içerisinde olmadı�ı ülkelerde tanı klinik ve 

laboratuvar bulgularına dayanmaktadır. Hastalık; hepatoselüler yıkım, siroz ya da 

karaci�er sentez fonksiyonlarında, özelikle pıhtıla�ma i�levinde bozulma saptanan 

tüm süt çocukları ve çocuklarda ayırıcı tanıda yer almaktadır [20].  

Klinik olarak tip I tirozinemi dü�ünülen hastalarda serum-plazma aminoasit 

kromatografisinde çe�itli derecelerde tirozin artı�ı saptanır.  Ancak tirozin yüksekli�i 

tek ba�ına tip I tirozinemiye özgün de�ildir [18]. �drarda bulunan tirozin 

bile�iklerinden en fazla dikkati çeken p-hidroksifenillaktik asittir; ayrıca p-

hidroksifenilpiruvik asit ve p-hidroksifenilasetik asitte de artı� saptanır [5,6,7,14,18]. 

Fumarilasetoasetik asid hidrolazın eksikli�inin do�rudan etkisi ile hem serum hem de 

idrarda suksinilasetoasetik asit ve suksinilaseton artar [14,33,34]. �drarda 

süksünilaseton saptanması tanı koydurucu oldu�u için hastalı�ın te�hisinde idrarda 

organik asit analizi, yapılması gereken tek ve en önemli testtir [34,35].  

Serum alfa-fetoprotein düzeyinde belirgin artı� saptanabilir. Pıhtıla�ma bozuklukları 

sıktır.  Plazma transaminaz düzeyleri (ALT ve AST) hafif artı� gösterebilir ve 



 
10 

koagülopati derecesi ile uyumsuzlu�u dikkati çeker [20]. �-aminolevulinik asitten 

porfobilinojen sentezinin engellenmesi sonucunda idrarda  �-aminolevulinik asit 

atımını artar [14, 29,34]. 

Tanıyı kesinle�tirmek için doku fibroblastlarında, lenfositlerde ya da karaci�er 

dokusunda fumarilasetoasetat hidrolaz düzeyi ölçülebilir [6,7,33,36].  

Prenatal tanı için çok çe�itli yöntemler kullanılmaktadır. Amniotik sıvıda 

süksinilaseton düzeyinin ölçümü prenatal tanıda tercih edilen yöntemlerin ba�ında 

gelmektedir [47-50]. Bunun dı�ında amniosit ya da koryon villus kültürlerinde enzim 

aktivitesinin bakıldı�ı çalı�malar ve mutasyonu önceden saptanmı� ailelerde 

do�rudan mutasyon analizi ile ya da ba�ıntı analizleri ile DNA temelli tanılar 

mümkün olabilmektedir [35,53-55].  

Süksinilaseton ( 4,6-dioxoheptanoik asit ) 158.152 g/ mol molekül a�ırlıklı kısa 

zincirli ketoasidik bir bile�iktir. 

 

�ekil 2.1 : Süksinilasetonun molekül yapısı. 

Tanıyı kesinle�tirmek için doku fibroblastlarında, lenfositlerde ya da karaci�er 

dokusunda fumarilasetoasetat hidrolaz düzeyi ölçülebilir [1,2,106,109]. Karaci�er 

enzim aktivitesi tayinindeki en önemli problem karaci�er hastalı�ı varlı�ında 

karaci�erde yer alan birçok enzim aktivitesinde dü�üklük saptanmasıdır [36]. 

Ço�u yenido�an tarama programı tirozinemi tip I’i Guthrie kartlarında kurutulmu� 

kan örneklerinde tirozin düzeylerini ölçerek taramaktadır [38-39]. Ancak tek ba�ına 

tirozin ölçümü özgün olmaması nedeniyle taramada yetersiz kalmaktadır [40,41]. 

Ayrıca tirozin düzeyi normal ya da hafif artmı� olması nedeniyle yenido�an 

taramasında atlanmı� olgular bildirilmi�tir [37,42,43]. Bu nedenlerle çe�itli tarama 

merkezleri tarafından Guthrie kart örneklerinde hastalı�a özgü metabolit olan 

süksinilasetonun ara�tırıldı�ı yöntemler geli�tirilmi�tir [44-46]. Günümüzde 

hastalı�ın çok sık görüldü�ü Quebec bölgesinde süksinilaseton hastalı�ın birincil 

belirteci olarak tarama programına yerle�tirilmi�tir [46].  
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Prenatal tanı için çok çe�itli yöntemler kullanılmaktadır. Amniotik sıvıda 

süksinilaseton düzeyinin ölçümü prenatal tanıda tercih edilen yöntemlerin ba�ında 

gelmektedir [47-50]. �imdiye kadar amnios sıvısında süksinilaseton düzeyi normal 

olmakla beraber hastalı�ı ta�ımakta olan bir hasta bildirilmi�tir [51]. Bu hastanın 

do�umdan sonra yapılan mutasyon ara�tırmasında bilinen 2 mutasyon için 

“compound heterozigot” oldu�u saptanmı� ve amnios sıvısındaki suksinilaseton 

düzeyinin normal olma nedeni açıklanamamı�tır [52]. 

Bunun dı�ında amniosit ya da koryon villus kültürlerinde enzim aktivitesinin 

bakıldı�ı çalı�malar ve mutasyonu önceden saptanmı� ailelerde do�rudan mutasyon 

analizi ile ya da ba�ıntı analizleri ile DNA temelli tanılar mümkün olabilmektedir 

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

NTBC, günümüzde TT1’ in tedavisinde kullanılan ve daha öncesinde bir herbisit 

olarak geli�tirilmi� 329.228 g/mol molekül a�ırlıklı triketonik bir bile�iktir. Rutin 

toksikolojik çalı�malarda yüksek doz NTBC verilen sıçanlarda uzun dönemde 

korneal lezyon geli�ti�i gözlenmesinin ardından NTBC’nin 4HPPD’i inhibe ederek 

sıçanlarda kan tirozin düzeyinde artı�a ve idrarlarında yüksek miktarda                           

4-hidroksifenillaktat ve 4-hidroksifenilpiruvat atımına yol açtı�ı gösterilmi�tir [56]. 

 

 

�ekil 3.1 : NTBC’ nin molekül yapısı. 

NTBC gastrointestinal sistemden hızla emilerek dola�ıma geçer ve karaci�er, 

böbrekler ve gözya�ı bezleri tarafından tutulur. Karaci�erde hidroksilasyona 

u�rayarak idrar ve dı�kıda e�it miktarlarda atılır [58-59]. Sa�lıklı gönüllülerde serum 

yarılanma ömrü 50 saatin üzerinde saptanmı�tır [60].  

Günümüzde NTBC tedavisine ba�lanma dozu 1-2 mg/kg/gün olarak önerilmektedir. 

Tedavi süresince plazma NTBC düzeyinin 30 µmol/L üzerinde olması yeterli kabul 

edilmektedir. Bu düzey plazma ve idrar süksinilaseton atımının önlendi�i doz olarak 

kabul edilmektedir [28, 57]. 

NTBC tirozin katabolik yolunun ikinci enzimi olan 4-hidroksifenilpiruvatın etkin bir 

inhibitörüdür. �laç tirozin katabolik yolunu durdurarak toksik metabolitler olan 

suksinilaseton, aminolevulinik asit, maleyilasetoasetat ve fumarilasetoasetat 

düzeyinde azalmaya neden olmaktadır [57]. �lacın bu denli etkin olması genellikle 

uygulanan faz II ve faz III çalı�malarını bile beklemeden klinik kullanıma girmesine 
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neden olmu�tır.  NTBC, 2002 yılında Amerikan Gıda ve �laç Dairesi (FDA) ve 2005 

yılında Avrupa �laç Ajansı (EU Drug Agency) tarafından da onaylanmı�tır [57]. 

Tirozin

p-Hidroksifenilpiruvat

Homogentisat(HGA)

Maleilasetoasetat

Fumarilasetoasetat

Fumarat + Asetoasetat 

NTBC

4-Hidroksifenilpiruvat dioksijenaz (HPD)

Hipertirozinemi tip I Fumarilasetoasetat hidrolaz (FAH)

Maleilasetoasetat izomeraz

Homogentisat 1,2-dioksijenaz

Tirozin aminotransferaz

Hipertirozinemi tip III

 

�ekil 3.2 : NTBC’ nin etki mekanizması [1] 

3.1 NTBC’ nin Yan Etkileri 

NTBC sa�altımının yan etkileri oldukça azdır. 4- hidroksifenilpiruvat düzeyindeki 

inhibisyon serum tirozin düzeyinde belirgin artı�a yol açar [58].  NTBC kullanan 

hastalarda ka�ıntı, batma, yanma, fotofobi, korneal erozyon ve korneal bulanıkla�ma 

gibi geçici göz bulguları bildirilmi�tir [61]. Ender olarak geçici trombopeni ve 

lökopeni bildirilmi�tir [28]. 
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4.  ET�LMALON�K AS�DÜR�  

Etilmalonik asidüri en fazla glutarik asidüri tip II’nin daha hafif formu olan 

etilmalonik-adipik asidüri ya da elektron ta�ıma flavoproteinleri (ETF) / ETF 

dehidrogenaz eksikli�ine ba�lı geli�en multipl açilkoA dehidrogenaz enzimi 

eksikli�inde görülür [62-63]. Aynı zamanda kısa zincirli açilkoA dehidrogenaz 

enzimi eksikli�inde saptanabilir (�ekil 4.1) [65]. Bu hastalarda ya� asidi oksidasyon 

bozukluklarının karakteristik özellikleri olan hipoketotik hipoglisemi, miyopatik 

güçsüzlük ya da kardiyomiyopati saptanır . 

1991 ve 1994’te etilmalonik asidürinin çok farklı fenotipik özelliklerle ba�lantılı 

olan ancak ya� asidi oksidasyonunun normal oldu�u çok farklı bir tipi tanımlanmı�tır 

[66-68]. Bu hastalı�ın en belirgin özellikleri ensefalopati, akrosiyanoz ve pete�iler 

olarak tanımlanmı�tır. Sütçocuklu�u döneminde ölüm karakteristiktir. 



 
16 

C H 3

S

CH 2

CH 2

CH
NH 2 C

O H

O

CH 2 OH

CH 2

CHNH2

C
O O H

M e t io n in

S is te in    +    H o m o s er in

T io s ü l f a t

2 -O k s o b u t ir a t

C H 3

CH 2

C

C
O O H

O CH

C
O O H

CH 2C

O H
O

C H 3

E tilm a lo n ik  a s id

CH

C
O O H

CH 2C

H
O

C H 3

CH

C
O S

CH 2CH 2

C H 3O H

CoA
E t ilm a lo n ik  
s em ia ld eh id

2 -E t il-3 -h id r o k s ip r o p io n il C o A

CH CH C

S

O

CoA

C H 3

K r o to n il C o A
S C A D  
G A II

C

S

O

CoA

CH 2CH 2CH 2

B u tir il  C o A

Y a �  a s id le r i

(S ) -2 -M et ilb u t ir il  C o A

CH

C
O S

CH 2C H 3

C H 3

CoA

CH

C
O C

CH 2C H 3

C H 3

O H

O

CH

C
NH 2 C

CH 2C H 3

C H 3

O H

O

�z o leu s in

R a s em a z

CH

C
O S

CH 2H 2 C

C H 3

CoA

CH

C
O C

CH 2C H 3

C H 3

O H

O

(R )-2 -O k s o -3 -m et ilv a le r ik  a s id

A llo iz o leu s in

 

�ekil 4.1 : Etilmalonik asidürinin metabolizmadaki olu�um mekanizması [65]. 

4.1 Klinik Bulgular 

Hastalı�ın en önemli bulguları merkez sinir sistemine ait olanlardır. 3-4 aylık 

hastalarda hipotoni, ba�ı tutamama ve geli�im gerili�i bildirilmi�tir [68,69]. Süt 

çocuklu�u döneminde jeneralize tonik-klonik nöbetler ya da infantil spazmlar 

ba�layabilir. Bir hastada mikrosefali ve kuadriparezi bildirilmi�tir [68]. Nörolojik 

kötüle�me ilerleyicidir, ishal ya da araya giren bir ba�ka hastalıkta daha da 

hızlanabilir, koma geli�ebilir ve hastalar birinci, ikinci ya da dördüncü yılda 

kaybedilirler. 
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Vasküler bozukluklar hastalı�ın alı�ılmadık bulgularıdır [66-69]. Akrosiyanoz ve 

ekstremitelerde ödem saptanabilir. Hastalarda aynı zamanda periodik olarak ve 

genellikle enfeksiyonların tetikledi�i, yaygın pete�i geli�imi gözlenir.   

3-4 aylıktan itibaren retinal damarlarda geni�leme ve kıvrılmalar saptanabilir. 5 

hastada hematüri  ve iki hastada beyin omurilik sıvısında eritrosit varlı�ı 

bildirilmi�tir [68,70]. Hastaların yüzlerinde hafif dismorfizm vardır [68-70]. Bu 

hastaların yüzleri birbirine benzer. Bazılarında epikantal kıvrımlar saptanır. Ço�unda 

burun kökü geni� ve basıktır. Nöroradyolojik bulgular frontotemporal atrofi ve 

geçikmi� miyelinizasyonu gösterir. Sinir ileti çalı�malarında bacaklarda duysal 

nöropati saptanabilir [69].  

Laktik asidemi ve hafif hipogliseminin e�lik etti�i akut metabolik krizler saptanabilr. 

Ataklar arasında laktat ve piruvat düzeyleri yüksek kalabilir; metabolik asidoz 

kompanse edilir. Akut ataklar sırasında laktatın 17 mmol/L’ye kadar yükselebildi�i 

ve ketoz olmaksızın pH de�erlerinin 7,05-7,10 düzeyine kadar inip, baz açı�ının -192 

a kadar arttı�ı saptanmı�tır. Karaci�er fonksiyon testleri bozulabilir. Kreatinin 

fosfokinaz normal ya da yüksek (200 IU/L’ye kadar) artabilir [69]. Kan amonyak 

düzeyi normaldir. 

4.2 Genetik ve Patogenez 

Hastalık otozomal resesif kalıtım gösterir. Aynı ailede hem kızlarda hem erkeklerde 

görülebilir [66,68]. En temel metabolik bozukluk idrarda ‘’etilmalonik asit” 

atılımıdır. Bildirilen atım miktarı 54 ile 2270 mmol/mol kreatinin (normal <17) 

arasında de�i�mektedir. Etilmalonik asit (2-ethylpropanedioic acid) 132,115  g/mol 

molekül a�ırlıklı kısa zincirli dikarboksilik asittir. 

 

�ekil 4.2 : Etilmalonik asidin molekül yapısı 
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Bazı hastalarda,  266 mmol/mol kreatinine ula�an etilmalonik asit atımı (N<12) da 

bildirilmi�tir. Adipik asidüri bildirilmemi�, ancak bir hastada 335 �mol/mol kreatinin 

düzeyine kadar yükseldi�i gözlenmi�tir. �drar ve kanın tandem mass spektrometri ile 

incelenmesi C4 ve C5 karnitin esterlerinde artı� saptamı�,  karnitin tedavisi bunların 

atımında daha da artı�a neden olmu�tur. Kan ve idrarda serbest karnitin düzeyleri ise 

dü�ük saptanmı�tır. �drarda hem butiril hem de isobutirilglisin atımları yüksek 

saptanmı�tır [67]. 

�drarda inorganik tiosülfit atımında artı�a ra�men sulfit saptamayan Duran ve 

arkada�ları, bu sendrom ile sülfürlü aminoasit metabolizmaları arasında bir ba� 

olabilece�ini öne sürmü�lerdir [71]. Ek olarak nonenzimatik olarak tiosulfat ve 

sisteinden elde edilemeyen s-sulfosistein ve s-sulfotiosistein adlı iki sülfür içeren 

asidik aminoasit varlı�ını bildirmi�lerdir.  Metiyonin normalde homoserin ve sisteine 

çevrilir. Homoserin ise etilmalonik asit için bir kaynak olabilecek olan 2-oksobutirik 

asite çevrilir. Sistein ise 2-merkaptopürivik aside çevrilir. 2-merkaptopurivik asit ise 

piruvik asit+tiosulfata ve sonunda sulfat’a metabolize edilir. Etilmalonik asit 

butirilko A’nın propioil koA karboksilaz [72] ile karboksilasyonu sonucu elde 

edilebilir (�ekil 3.1), bu kısa zincirli açilkoA dehidrogenaz ve multipl açilkoA 

dehidrogenaz eksikliklerinde saptanan etilmalonikasitin kayna�ı olabilir. Etilmalonik 

asit izolösin metabolizmasının alloizolösinin öncülü olan 2-okzo-3-metilvalerik asitin 

rasemizayonundan sonra geli�en R yolunun bir ürünü olabilece�i dü�ünülmektedir 

[68]. Alloizolösin daha sonra  2-metilbutirilkoA, 2-etil-3-hidroksipropionil koA ve 

etilmalonik semialdehid ve son olarak da etilmalonik aside çevrilebilir. 

Etilhidrakrilik asit de potansiyel bir etilmalonik asit kayna�ıdır. Bakterilerde 

etilmalonik asitten metilsüksünik asit üretildi�i gösterilmi�tir [73]. �zovalerilkoA 

dehidrogenaz eksikli�ine ba�lı geli�en glutarik asidüri tip II’de 4-hidroksiizovalerik 

asitten metilsüksinik asit olu�turulabilir. Bu hastalı�ın bir mitokondriyal elektron 

ta�ıma bozuklu�u olma ihtimali artmı�tır [74] ancak hem kan hem de kas 

mitokondriyal DNA’sı üzerinde yapılan çalı�malar hem de kas ve fibroblastların 

elektron ta�ıma zinciri enzimleri üzerinde yapılan çalı�malar normal bulunmu�tur 

[67-69]. 
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Bu hastalı�ın geni 9q13 kromozomu üzerinde uzun kolun orta bölümüne yakın bir 

yerde bulunmu�tur [75]. Fiziksel ve fonksiyonel genomik veriler ve mutasyon 

analizleri genin tanımlanmasını sa�lamı� ve ETHE1 adı verilmi�tir. Etilmalonik 

ensefalopatisi olan çocuklarda �imdiye kadar 20’nin üzerinde mutasyon 

tanımlanmı�tır [75,76]. 

4.3 Tedavi 

Bu hastalık sütçocuklu�u ya da erken çocukluk döneminde öldürücüdür. �imdiye 

kadar bildirilmi� olan hastalardan sadece ikisi hayatta kalmı�tır [67,68]. Riboflavin, 

karnitin, glisin, askorbik asit ve vitamin E tedavilerinin belirgin bir etkisi 

olmamamı�tır. 

Metiyonin kısıtlı diyet etilmalonik asit ve metilmalonik asit atımlarında azalmaya ve 

laktik asit ve bikarbonat düzeylerinin normalle�mesini sa�lamı�tır. 
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5.  KAP�LER ELEKTROFOREZ  

Elektroforez, yüklü taneciklerin bir elektrik alan içinde göç etmesi esasına dayanır. 

Partiküllerin göçü esasına dayanan ilk elektroforetik metod protein ara�tırmaları için 

Tisellus tarafından 1937 yılında kullanılmı� ve Tisellus bu bulu�uyla Nobel almı�tır. 

Daha sonra yöntem geli�tirilmi� ve günümüzde çok çe�itli tipleri kullanıma 

sunulmu�tur. Kapiler elektroforez bu tiplerden birisidir. 1981 yılında Jongerson ve 

Lukacs 75 µm iç çaplı kapilerde ayırma yaparak yöntemin teorisini ortaya 

koymu�lardır [77]. Kapiler Elektroforez (CE) hızlı ve güvenilir bir analitik ayırma 

yöntemidir. CE yöntemi, klasik elektroforezin ayırma tekni�i ile kromatografik 

yöntemlerin aletsel tasarımının birle�mesinden olu�maktadır. Bu yöntem ile 

inorganik katyon ve anyonlar gibi en küçük iyonlardan, DNA gibi büyük molekül 

a�ırlı�ına sahip moleküllere kadar çe�itli maddelerin kantitatif ve kalitatif olarak 

tayini mümkündür. 

5.1 Kapiler Elektroforez Türleri 

Kapiler elektroforezin en sık kullanılan �ekli “Kapiler Zone Elektroforez”dir (CZE). 

CZE’de ayrım, elektrolit çözeltisi ile dolu olan kapilerde, uygulanan elektrik akım 

altında, maddelerin farklı göç zamanlarına sahip olmasına dayanır. Kapilerin bir 

polimer veya jel çözeltisi ile dolu oldu�u CE �ekli ise “Kapiler Jel Elektroforez”dir 

(CGE). CGE’de ayrım makromoleküllerin moleküler büyüklüklerine göre 

gerçekle�mektedir. Yüksüz maddelerin ayrımı için kullanılan CE türleri genel olarak 

kapiler elektrokinetik kromatografi (CEKC) ismini alır. En yaygın elektrokinetik 

kromatografi türü “Misel Elektrokinetik Kromatografi”dir (MEKC). MEKC’de 

ayrımın esası elektrolit çözeltisine katılan yüzey aktif maddenin olu�turdu�u misel 

adı verilen kümeler ile çözücü arasında yüksüz maddelerin payla�ım farklılıklarına 

dayanır. �zoelektrik odaklanma kapiler elektroforez yöntemi proteinlerin ayrımında 

kullanılır. Bu yöntemde ayrım, proteinlerin farklı pH’larda izolelektrik noktaya sahip 

olmalarından yararlanarak yapılır. Kapiler elektrokromatografi tam bir 

kromatografidir. Kapilerin içi yakla�ık 1�m çaplı sabit fazla doldurulur. Analitler 
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uygulanan elektrik voltaj altında sabit fazda tutunmalarına göre ayrılırlar. Bir di�er 

CE yöntemi izotakoforezdir (ITP). ITP’de örnek farklı iyon mobilitesine sahip iki 

elektrolit çözeltisi arasında injekte edilir. 

5.2 Elektroforetik Göç 

�yonlar elektrik alan altında sabit bir hızla hareket ederler. Elektrik alan kuvvetini 

arttırmak her zaman iyonların göç hızlarını da arttırır, dolayısıyla daha hızlı ayrım 

sa�lanır. Elektroforetik mobilite ve elektrik alan arasındaki ili�ki a�a�ıdaki e�itlikteki 

gibidir: 

v = �e . E                                                                              (5.1) 

v= �yonun hızı 

�e= Elektroforetik mobilite 

E= Elektrik Alan 

Elektrik alan; kullanılan kapiler boyu (L) ve uygulanan voltaja (V) göre de�i�ir. 

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

�yonların sahip oldukları elektroforetik mobilite, elektrik alan kuvveti (FE) ile do�ru 

orantılı iken ortamdaki sürtünme kuvvetiyle (FF)   ters orantılıdır. 

Elektrik alan kuvvet, 

FE=q.E                                                                                              (5.3) 

ve küresel oldu�u varsayılan bir iyonun sürtünme kuvveti 

FF= -6�	rv e�itlikleri ile verilir.                                                        (5.4) 

q=iyonun yükü  

	=çözeltinin vizkositesi 

r=iyonun yarıçapı 

v=iyonun hızı 

Elektroforetik göç boyunca bu iki kuvvet birbirine e�it fakat zıttır. 

FE= FF 

q.E=-6��rv     (5.5) 
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Denklem  4.1  ve  4.5  in birle�tirilmesi ile  elektroforetik mobilite a�a�ıdaki gibi 

tanımlanabilir: 

�e= q / 6��r   (5.6) 

Bu e�itlikten görüldü�ü gibi maddenin elektroforetik mobilitesi sabit viskoziteli 

ortamda yük/büyüklük oranına ba�lıdır. Kısaca küçük ve yükü fazla olan maddeler 

daha hızlı hareket ederler. 

5.3 Elektroosmotik  Akı� 

Elektrik alan altında, kapilerin içinde bulunan tampon çözeltisi bir elektrosmotik akı� 

olu�masını sa�lar. pH 2’nin üzerinde bir elektrolitle temasta olan silika kapilerin iç 

duvarı negatif yüklenir. Bunun nedeni, camın yapısında bulunan silanol gruplarının 

disosiye olmasıdır. 

SiOH (k) 
 SiO-(k) + H+(aq) 

Tampon çözelti içindeki pozitif yükler elektrostatik çekimle duvarın negatif yüküyle 

bir çift tabaka olu�turur ve zeta potansiyeli denilen bir potansiyel farkı olu�ur.  

 Bu sisteme yüksek voltaj uygulanması ile çift tabakanın pozitif iyonları hızla negatif 

elektroda do�ru hareket ederler. �yonlar sulu çözeltide hidratize halde olduklarından 

çözücüyü de sürüklerler ve kapiler içinde bir elektroosmotik akı� (EOF) olu�ur. EOF 

hızı genel olarak injekte edilen analitlerin elektroforetik mobilitelerinden büyüktür. 

Bu sebeple EOF  ile, kapilerin anod ucundan injekte edilen bütün maddeler, 

yüklerine bakılmaksızın, katoda do�ru sürüklenirler  [�ekil 5.1]. 

 

�ekil 5.1 : EOF’nin �ematik gösterimi. 

Pozitif ve negatif iyonların hızları elektroforetik mobilitelerine, ortamdaki 

elektroosmotik mobiliteye ve uygulanan elektrik alana ba�lı olarak a�a�ıdaki 

e�itlikteki gibi de�i�ir. Nötral partiküllerin hızlarını, elektrik alan ve elektroosmotik 

mobilite belirler. 
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v+= (�o+�+).E 

v0= �o.E                                                                                                  (5.7) 

v-= (�o-�-).E 

v+= Pozitif yüklü iyonun hızı 

v0= Nötral maddenin hızı 

v-= Negatif yüklü iyonun hızı 

Maddelerin göç zamanları sadece elektroforetik mobiliteleri ile de�i�mez. A�a�ıdaki 

e�itlikde de görüldü�ü gibi göç zamanları, kapilerin boyu ve uygulanan voltaj ile de 

alakalıdır. Kapilerin etkin boyu, injeksiyon noktasından dedektöre kadar olan  

kısmının uzunlu�udur. 

t = lL / ((�eof ±�i)V                                                                                 (5.8) 

t = geli� süresi 

L = Kapilerin tam boyu 

l = Kapilerin etkin boyu 

V = voltaj 

5.4 Elektroosmotik Akı�a  Etki Eden  Faktörler 

EOF’e etki eden faktörler a�a�ıdaki tabloda verilmi�tir. 

EOF’e etki eden faktörler [78]. 

Ayırma sistemindeki de�i�iklik EOF'e etkisi 

Tamponun pH de�eri arttı�ında EOF � 

Tampon konsantrasyonu arttı�ında EOF� 

Sıcaklık arttı�ında  EOF � (	 de�i�imi nedeniyle) 

Organik çözücü ilavesi ile EOF�� 

Pozitif yüklü yüzey aktif ilavesi ile EOF terse çevrilir 

Elektrik alan arttı�ında EOF � 
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5.5 Band Geni�lemesi 

Ayırma etkinli�i (rezolüsyon) HPLC de oldu�u gibi CE’de de teorik plaka sayısıyla 

gösterilir.A�a�ıdaki denklem Gaussian pikleri için kullanılır. 

wb= 4�                                                                                                       (5.9) 

wb= Pikin taban geni�li�i 


= Pikin standart sapması 

N= 5,54.(t / w1/2)
2                                

                                                               (5.10) 

N= Teorik plaka sayısı 

t= Pikin geli� zamanı 

w1/2= Yarı yükseklikteki pik geni�li�i 

E�itlik 4.10’dan da görüldü�ü gibi band geni�li�inin artması ayırma etkinli�ini 

dü�ürür. Band geni�lemesine neden olan etkenlerden en önemlisi difüzyondur. 

Kapilerin çapı küçük oldu�u için, kapiler çapı boyunca difuzyon ihmal edilebilir 

ancak kapiler boyunca difüzyon olu�abilir. Difüzyon ve N arasındaki e�itlik �öyledir:  

�
2
 = 2Dt= 2DlL / �e.V                                                                               (5.11) 

D=Analitin difüzyon katsayısı 

E�itlik  4.10  ve 4.11 yardımıyla teorik plato sayısı ve difuzyon arasında bir e�itlik 

verilebilir.  

N= �e.V.l / 2DL = �e.E.L / 2D                                                        (5.12) 

Bu denklemden de görülece�i gibi teorik plaka sayısı difüzyon katsayısı arttıkça 

azalır. Büyük molekül a�ırlı�ına sahip maddeler daha küçük difüzyon katsayılarına 

sahip oldukları için daha yüksek plaka sayıları ile ayrılabilirler. Ayrıca denklem 

4.11’de görüldü�ü gibi analiz süresi kısaldıkça difüzyon nedeniyle pik geni�lemesi 

azalacaktır. Kapiler elektroforezde yüksek voltaj altında ayırmalar genellikle çok 

kısa sürede tamamlandı�ından pikler dik ve simetriktir. Band geni�lemesine neden 

olan di�er parametreler Çizelge  4.2’de verilmektedir. 
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Band geni�lemesine neden olan di�er etkenler [78]. 

Termal Etkiler Tampon vizkositesinde lokal de�i�imlerin yarattı�ı konveksiyon 

�njeksiyon Hacmi Büyük hacimlerde Difüzyon 

Örneklerin duvara 

adsorpsiyonu 

Pik �ekillerinde kuyruklanma, zaman ve alanda tekrarlanırlı�ın 

dü�mesi 

Elektrodispersiyon 

(iletkenlik farklılıkları) Pik �ekillerinin üçgen halinde görülmesi 

Tampon seviyelerindeki fark Göç zamanlarının ve rezolüsyonun dü�mesi 

5.6 Kapiler Elektroforez Cihazının Bölümleri 

Kapiler Elektroforez cihazının �ematik gösterimi �ekil 5.2’de verilmi�tir. 

 

�ekil 5.2 : CE’nin �ematik görüntüsü [79] 

5.6.1 Voltaj kayna�ı 

Tipik bir CE sisteminde uygulanan voltaj en fazla 30 kV’dur. Yapılan çalı�manın 

güvenilirli�i uygulanan voltajın kararlılı�ıyla yakından alakalıdır. Denklem 4.2’den 

de görülebilece�i gibi voltaj de�i�imiyle elektrik alan da de�i�ir. Elektrik alanın 

de�i�imi göç zamanından alan tekrarlanırlı�ına bir çok önemli parametrenin 

de�i�mesine neden olur. 

5.6.2 Kapiler 

CE’de kullanılan silika kapilerlerin iç çapı  25-100 �m; dı� çapı 150-520 �m arasında 

de�i�ir. Kapilerin etkin boyu 50-75 cm arasında, tam boyu ise, cihazın tipine göre 5-

20 cm daha uzun olarak kullanılır. Kapilerin iç çapının ve boyunun de�i�mesi göç 

zamanı, sıcaklık, adsorsiyon, dedeksiyon limiti, injeksiyon hacmi, ayırma 

etkinli�inin de�i�mesine neden olur. Genelde silika kapiler kullanılmakla beraber 
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cam veya plastik kapiler kullanılabilir. Fakat cam ve plastik kapilerin UV 

geçirgenlikleri silika kapilere göre daha dü�üktür. Poliimid ile kaplanarak esnek bir 

yapıya kavu�an silika kapilerde dedeksiyon penceresi polimer tabakası yakılarak 

açılabilir. �lk defa kullanılacak bir silika kapiler ilk önce 1M NaOH ile 10-30 dk 

ardından su ve çalı�ma tamponuyla da yıkanarak �artlandırılır. 

5.6.3 �njeksiyon 

�njeksiyon hacmi 2-20 nL arasında de�i�ir. A�ırı hacimlerde çalı�mak pik �eklinin 

bozulmasına, band geni�lemesine, rezolüsyonun azalmasına sebep olur. 2 tip 

injeksiyon �ekli vardır. 

1-Hidrodinamik �njeksiyon : 

Bu tür injeksiyon en yaygın kullanılan injeksiyon türüdür. Kendi arasında 3 de�i�ik 

�ekilde gerçekle�tirilebilir. Kapilerin dedektör tarafına vakum uygulanarak, kapilerin 

injeksiyon kısmına basınç uygulanarak ya da injeksiyon kabının yükseltilmesiyle bir 

sifon etkisi yaratılarak injeksiyon yapılabilir. Hidrodinamik injeksiyon için 

Poiseuille’nin denkleminden injeksiyon hacmi hesaplanabilir. 

V=�P�r
4
/8�L                                                                                                     (5.13) 

�P= kapiler boyunca basınç farkı (dyn.cm-2) 

r = kapilerin iç çapı (cm) 

t= injeksiyon süresi (s) 

	 = tamponun vizkositesi (dyn.s.cm-2) 

L= kapilerin toplam boyu 

Sifonik injeksiyon için �P a�a�ıdaki e�itlikten hesaplanabilir:  

�P=�g�h                                                                                                            (5.14) 

� = örne�in yo�unlu�u (kg.m-3) 

g= yerçekimi ivmesi katsayısı (9,82 N.kg-1) 

�h= örnek ve tampon kabı arasındaki yükseklik farkı (m) 
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2-Elektrokinetik �njeksiyon: 

Elektrokinetik injeksiyon, örnek kabı ile çıkı� tampon kabı arasına çok kısa süreli ve 

çalı�ma voltajından daha dü�ük bir voltaj uygulanarak yapılır. Elektrokinetik 

injeksiyonun tekrarlanırlı�ı hidrodinamik injeksiyona göre daha azdır. �njekte edilen 

madde miktarı analitlerin elektroforetik mobilitelerine ba�lıdır  [80]. 

5.6.4 Dedeksiyon 

CE’de en sık kullanılan dedektörler UV-VIS ve floresans dedektörlerdir. Di�er 

dedeksiyon yöntemleri ve uygulamaları Çizelge 5.3’de  verilmi�tir. 

CE’de kullanılan dedeksiyon yöntemleri [81]. 

Dedeksiyon Türü LOD (mol/L) Tipik Uygulamaları 

UV absorbsiyon  10-5-10-8 Aromatik bile�ikler, proteinler, nükleik asitler 

�ndirek UV  10-100 kat<UV Aminler, �ekerler, org. , inorganik iyonlar 

Floresans 10-7-10-9 Aminoasitler, DNA, peptidler 

Amperometri 10-10-10-11 
Kolay indirgenebilen ve yükseltgenebilen 
maddeler 

Kütle spektrometrisi 10-8-10-9 Protein, peptid, ilaç  

Alev Fotometrisi 10-3 -10-5 iyonik organik bile�ikler 
 

 

 

 
 
 
 
 



 
29 

6.  DENEYSEL KISIM 

6.1 Kullanılan Cihazlar 

Ayırma ve tayinler Diod array dedektörle kombine Agilent marka  kapiler 

elektroforez cihazı kullanılarak yapıldı. pH ölçümlerinde Metrohm ( 654 pH meter) 

marka pH-metre kullanıldı. Kullanılan kapiler kolonlar Polymicro Technologies 

firmasına aittir. �ç çapı 75 ve 50 �m, olan kapiler kolonlar seçildi. Kapilerler ilk 

kullanımda yarım saat 1mol/L NaOH ile ve her injeksiyon arasında 3 dakika 0.1 

mol/L NaOH, 3 dakika distile su ve ardından 2 dakika çalı�ma  tamponu ile yıkandı. 

Otomatik kapiler yıkaması, örnek injeksiyonu ve voltaj uygulaması ve verilerin 

de�erlendirilmesi Agilent ChemStation yazılım programına sahip bir PC bilgisayarla 

kontrol edildi. 

6.2 Kimyasallar 

Süksinilaseton 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),  firmalarından 

temin edildi. Tüm çözeltiler, Elgacan C114 filtrasyon sisteminden elde edilen destile 

su ile hazırlandı. 

6.3 PEI Kaplı Kolonun Hazırlanması 

Kaplama i�lemi yapılmadan önce kapiler kolon önce 1 mol/ L NaOH ile 30 dakika 

1x10-1 MPa basınçta daha sonra distile su ile 15 dakika aynı basınçta yıkandı ve 

kolon temiz hale getirildi. Daha sonra suda hazırlanan % 10’ luk PEI çözeltisi kolon 

içine 10 dakika ve 1.5x10-1 MPa basınç uygulanarak dolduruldu. Bu PEI çözeltisi bir 

saat kolon içerisinde bırakıldı. Daha sonra  PEI çözeltisi ile doldurulan ardı sıra 

bekletilen kolon  1.5x10-1 MPa basınç ile 15 dakika su ve çalı�ma tamponu ile 

yıkanarak analize uygun hale getirilmi�tir [92]. 
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6.4 Örneklerinin Hazırlanması 

6.4.1 �drarda süksinilaseton tayini için 

Süksinilaseton standard çözeltileri suda çözülerek hazırlandı. �drar örnekleri 1 / 5               

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

6.4.2 Serumda NTBC tayini için 

NTBC % 99.8 (w/w) saflıktaki bilinen miktarda NTBC içeren ve ni�asta ile 

jelatinle�tirilmi� Orfadin (Swedish Orphan AB, Sweden)  kapsüllerinin 5 mol/L 

NaOH ile çözülmesi ile elde edildi. Ni�asta santrifüjle uzakla�tırıldı. �stenen 

konsantrasyona suyla seyreltildikten sonra 0.45 µm lik mikrofiltreden süzülerek 

do�rudan kolona injekte edildi. Serum örnekleri  1: 1.5 ( v/v ) oranında (serum/ 

asetonitril)  asetonitril ile muamele edildi. Deproteinizasyon i�lemi tamamlandı. 

Daha sonra vortekslenip 3000 rpm’ de 5 dakika santirufüj edildi. Olu�an süpernatant 

alındı ve 0.45 µm lik mikrofiltreden süzülerek injekte edildi. 

6.4.3 �drarda etilmalonik asit tayini için 

Standard etilmalonik asit çözeltileri suda çözülerek hazırlandı. �drar örnekleri 1 / 20 

(v/v) oranında distile su ile seyreltildi ve 0.45 µm lik mikrofiltreden süzülerek injekte 

edildi. 

6.5 Tampon Konsantrasyonları 

6.5.1 �drarda süksinilaseton tayini için 

Tampon ( 1 ): 50mmol/ L Borat  pH: 9.2 ( PEI kaplı kolon için ) 

Tampon ( 2 ): 50mmol/ L Borat , 20 mmol/ L NaCl, 0.05 mmol /L CTAB pH: 9.2 

(CTAB kaplı kolon için) 

6.5.2 Serumda NTBC tayini için 

20 mmol/ L Fosfat , 40 mmol/ L SDS, pH: 12. 

6.5.3 �drarda etilmalonik asit tayini için 

5 mmol/L 2,6-piridin dikarboksilik asit, 0.1 mmol/L CTAB , pH: 5.74 
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6.6 Çalı�ılan Dalga Boyları, injeksiyon hacmi, injeksiyon tipi, uygulanan voltaj 

Çizelge 6.1 : Çalı�ılan dalga boyları, injeksiyon hacmi, injeksiyon tipi, uygulanan  vol 

 Dalga Boyu      
� ( nm ) 

injeksiyon 
hacmi        

(MPa, saniye) 

�njeksiyon tipi Uygulanan 
Voltaj ( kV ) 

Süksinilaseton 295 5.10-3, 5 Hidrodinamik - 28* 
NTBC 278 5.10-3, 5 Hidrodinamik 25 
Etilmalonik 
Asit 

200   ( indirekt ) 5.10-3, 5 Hidrodinamik -28* 

* - i�areti injeksiyonun negatif elektrottan yapıldı�ının ve kapiler içindeki elektroosmotik 
akı� yönünün negatif kutuptan pozitif kutba do�ru oldu�unu göstermektedir. 

6.7 Kolon Boyları 

Çizelge 6.2 : Kolon boyları. 

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

7.1 �drarda Süksinilaseton Te�his ve Tayini �çin CE Yöntemi Geli�tirilmesi 

Teorik bölümde açıklandı�ı gibi kalıtsal metabolik hastalıklarından Tirozinemi Tip I 

in tanısı idrarda süksinilaseton atımı ile belirlenir. Süksinilasetonun formülü Bölüm 

2, �ekil 2.1’ de verilmi�tir. Yapısında bulunan çift ba�lar nedeniyle, bu metabolitin 

kapiler elektroforez ayrımı sonucunda UV detektörle tespitinin mümkün olaca�ı 

öngörülebilir. Ayrıca yapısında bulunan karboksil grubu nedeniyle bazik ortamda 

negatif yüklü olaca�ı ve elektrik alan altında serbest çözeltide bir elektroforetik 

mobiliteye sahip olaca�ı da öngörülür. Bu ön görüler sonucu bu analitin kapiler zon 

elektroforez yöntemiyle idrar matriksi içinden ayrılabilece�i ve direkt UV 

dedeksiyon yöntemiyle tayin edilebilece�i dü�ünülerek bu amaçla gerekli �artlar 

geli�tirilmeye ba�lanmı�tır. 

Kapiler Zon Elektroforezde, genel uygulama örne�in pozitif kutuptan injekte 

edilerek, analitlerin negatif kutba yerle�tirilen detektör tarafına elektroosmotik akı�la 

sürüklenmesi ve bu sürüklenme esnasında yük/büyüklük oranlarına göre 

ayrılmasıdır. Genel olarak kapiler içinde olu�an elektroosmotik akı�ın mobilitesi 

türlerin elektroforetik mobilitesinden çok büyük oldu�undan tüm analitler yüklerine 

bakılmaksızın detektör yönüne yani negatif kutba göç ederler. Bu genel kurala iki 

istisna, inorganik anyonlarla, küçük organik asitlerdir. Bu türlerin kendi 

elektroforetik mobiliteleri oldukça yüksek oldu�undan elektroosmotik akı�ın bu 

türleri detektöre sürüklemesi uzun zaman alır. Bu nedenle bu türler için kapilerin iç 

yüzeyini pozitif yükle kaplıyarak, elektroosmotik akı�ın yönününü negatif elektrottan 

pozitif elektroda do�ru çevirmek ve polariteyi de�i�tirerek injeksiyonu da negatif 

kutuptan yapmak tercih edilir. Bu �ekilde bu iyonların elektroforetik mobilitelerinin 

göç yönleri ile elektroosmotik mobilite aynı yönde olaca�ından çok hızlı bir ayırma 

sa�lanır. Süksinilasetonun molekül yapısı elektroforetik mobilitesinin yüksek 

olaca�ını göstermektedir. Yapılan ön denemeler bu ön yargıyı destekleyince bu 

analitin ayrımının kaplı kapiler kolanda gerçekle�tirilmesine karar verildi. 

Süksinilaseton standardı ile yapılan optimizasyon çalı�malarında iki tür kaplı kolon 
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kullanıldı. Bunlardan biri  pozitif yüklü bir polielektrolit olan PEI kullanarak 

deneysel kısımda açıklandı�ı �ekilde kalıcı bir kaplama yapılarak, di�eri ise ayırma 

tamponu içine pozitif yüklü bir yüzey aktif madde ilave edilerek geçici bir kaplama 

yapılmasıdır. Çalı�ma tamponu, çalı�ma voltajı ve çalı�ma sıcaklı�ı, süksinilaseton 

pikinin mümkün olan en kısa sürede ve en simetrik �ekilde elektroferogramda 

görüntülenece�i �ekilde optimize edildi. Süksinilaseton için tespit edilen ayırma 

�artları, deneysel kısım Çizelge 6.1 ve 6.2’ de verilmi�tir. PEI kaplı kolonda 50 

mmol/L borat tamponu ile (pH:9.2), CTAB kaplı kolonda ise  50 mmol/ L Borat , 20 

mmol/ L NaCl, 0.05 mmol /L CTAB Tampon (pH: 9.2) bile�imi ile optimal pik �ekli 

ve süresi elde edilmi�tir. Her iki kaplama yönteminde, süksinilaseton standart pikinin 

2.1 dakika gibi çok kısa sürelerde geldi�i saptandı. �ekil 7.1’de PEI kaplı kolonda, 

�ekil 7.2 b’de CTAB kaplı kolonda süksinil aseton standart çözeltisi ilave edilmi� 

normal insan idrarının elektroferogramı görülmektedir.  

 

 

 

�ekil 7.1 :  PEI kaplı kolonda 50 �M süksinilaseton standardı eklenmi�, 1/5 oranında 
 seyreltilmi� sa�lıklı bir idrar örne�inin elektroferogramı. 
 SA:Süksinilaseton piki Kullanılan tampon, 50mmol/ L Borat  pH: 9.2. 
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�ekil 7.2 : a) 1/5 oranında seyreltilmi� sa�lıklı bir insanın idrar örne�i; b)  50 �M 
 süksinilaseton standardı eklenmi� idrar örne�i (1/5); c) Bir Tirozinemi Tip 
 1 hastasının 1/5 oranında seyreltilmi� idrar örne�i. SA:Süksinilaseton 
 piki. Kullanılan tampon,  50mmol/ L Borat , 20 mmol/ L NaCl, 0.05 
 mmol /L CTAB pH: 9.2. 

7.1.1 Analiz yönteminin validasyonu 

7.1.1.1 Kalibrasyon denklemleri 

Süksinilaseton için 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mmol/L konsantrasyon 

aralı�ında do�rusal kalibrasyon grafi�i hem PEI kaplı kolon için ( �ekil 7.3) hemde 

CTAB ile dinamik kaplanmı� kolon için ( �ekil 7.4 ) çizildi. 

 

�ekil 7.3 : PEI kaplı kolonda süksinilasetonun kalibrasyon do�rusu. 
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�ekil 7.4 : CTAB ile dinamik olarak kaplanan kolonda süksinilasetonun kalibrasyon 
 do�rusu. 

PEI ile kaplanmı� kolondan elde edilen kalibrasyon denklemi y= 2.98465.10-1 x -

1.07010.10-3   ve do�rusal korelasyon de�eri ise  0.99996 dir. CTAB ile dinamik 

olarak kaplanmı� kolondan elde edilen kalibrasyon denklemi y= 3.060011.10-1 x +  

8.64116.10-3   ve korelasyon de�eri   r=0.99993  dir. 

  

7.1.1.2 Pik alanı ve pik geli� süresi tekrarlanabilirlik de�erleri 

Analiz yönteminin tekrarlanırlı�ı,  süksinilaseton örne�inin, ardarda  yedi  kez 

injekte edilmesi ile kontrol edilmi�tir. Geli� süresi ve pik alanlarının % RSD olarak 

tekrarlanabilirlik de�erleri Çizelge 7.1’de görülmektedir. 

Çizelge 7.1 : Süksinilasetonun  tekrarlanabilirlik de�erleri. 

 A(Pik Alanı) %RSD t (geli� süresi)%RSD 

PEI kaplı kolonda 7.6 0.7 

CTAB kaplı kolonda 10.9 1.6 

7.1.1.3 Yöntemin minimum dedeksiyon sınırı (LOD) 

Yöntemin LOD de�eri elektroferogramın farklı bölgelerinden hesaplanan taban 

çizginin ortalama gürültü miktarının üç katı sinyal kabul edilerek hesaplanmı�tır. 

Buna göre süksinilaseton çalı�masında CTAB ile kaplanan kolon için LOD de�eri 
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0.042 mmol/L , PEI ile kaplanmı� kolon için ise 0.027 mmol/L  olarak saptanmı�tır. 

PEI kaplı kolon 75µm oldu�undan, LOD de�eri daha dü�ük çıkmı�tır. 

7.1.1.4 Analiz yönteminin hasta idrar örneklerine uygulanması 

�drar numuneleri 1/5  (v/v) oranında suyla seyreltildi. Normal insan idrarında 

süksinilaseton bulunmamaktadır ve süksinilaseton pikinin geli� zamanında herhangi 

bir matriks piki görülmemi�tir. �drar örne�ine spike yapılarak injekte edilen 

süksinilaseton piki standartla aynı geli� süresinde ve pik alan boyutlarında gelmi�tir. 

Süksinilaseton pikinin idrar içinde tekrarlanırlık de�erlerinde bir de�i�im 

görülmemi�tir. Sonuç olarak 1/5 oranında seyreltilmi� idrar matriksi pik alanı ve 

tekrarlanırlık de�erlerini etkilememi�tir. Uygulama, deneysel kolaylık açısından 

CTAB ile dinamik kaplanmı� kolonda yapılmı�tır. �ekil 7.1’ de 1/5 oranında 

seyreltilmi� normal insan idrarı (a); Bu idrara süksinilaseton standardı eklenerek elde 

edilen elektroferogram(b); Ve 1/5 oranında seyreltilmi� hasta idrarının (c) 

elektroferogramı görülmektedir. Hasta idrar örne�indeki süksinilaseton pikinin 

te�hisi, idrar örne�ine standart ekleme yöntemiyle ve muhtemel süksinilaseton 

pikinin on-line alınan spektrumunun, standart madde spektrumu ile kar�ıla�tırılması 

ile yapılmı�tır.   

Tirozinemi Tip I in te�hisi için idrarda süksinilaseton tanısı yeterlidir çünkü normal 

insan idrarında bu analit bulunmaz. Ancak tedavi amaçla süksinilaseton miktarının 

bilinmesi önemlidir. �nceledi�imiz hasta örne�inde süksinilaseton miktarı 35 �mol/L 

olarak bulunmu�tur. 

7.2 Serumda NTBC Miktarının Tayini �çin CE Yöntemi Geli�tirilmesi 

NTBC bir triketondur. Molekülün, Bölüm 3, �ekil 3.1 de verilen formülü, molekülün 

yüklü olmadı�ını ve kapiler zon elektroforez ko�ullarında ayrılamayaca�ını 

göstermektedir. Bu nedenle bu çalı�mada MEKC yöntemi geli�tirilmesi 

amaçlanmı�tır. Bu amaçla fosfat tamponu içine SDS yüzey aktif maddesi ilavesi ile 

NTBC pikinin en uygun göç zamanı ve pik �ekli elde edilmeye çalı�ılmı�tır. Fosfat 

tampon konsantrasyonu 20 ile 50 mmol/L arasında ve SDS konsantrasyonu 20 ile 40 

mmol/L arasında çalı�ılmı�tır. En uygun karı�ım olarak 20 mmol/L fosfat ve 40 

mmol/L SDS konsantrasyonu ve pH de�eri olarak pH 12 seçilmi�tir. Ayırma �artları 

toplu olarak, Deneysel kısım Çizelge 6.1 ve 6.2 de gösterilmi�tir. Bu �artlarda NTBC 
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4.1 dakika gibi çok kısa bir sürede gelmi�tir. �ekil 7.5 de bir serum örne�inin, NTBC 

ile spike yapılmı� serum örne�inin ve NTBC kullanan bir hasta serum örne�inin 

elektroferogramları verilmektedir. 
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�ekil 7.5 : Bir serum örne�inin elektroferogramı(A); NTBC eklenmi� serum örne�i 
 (B); NTBC kullanan Tirozinemi tip I hasta serumu (C). * NTBC pikini 
 göstermektedir. 

7.2.1 Metod validasyonu 

7.2.1.1 Kalibrasyon do�rusu 

Kalibrasyon do�rusu 25 ve 200 µmol/L NTBC konsantrasyon aralı�ında düzeltilmi� 

pik alanlarıa (A/t) kar�ı çizilmi�tir. Bu sınırlarda kalibrasyon denklemi y= 

0.00101585x-0.0006789 ve regrasyon de�eri 0.99611(r) olarak bulunmu�tur. 

Kalibrasyon do�rusu �ekil 7.6’da verilmi�tir. 
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�ekil 7.6 : NTBC nin kalibrasyon do�rusu 

7.2.1.2 Tekrarlanırlık 

Metodun kesinli�i 100 µmol/L NTBC çözeltisinin artarda 5 kez injeksiyonu ile 

kontrol edildi. Geli� süresi ve düzeltilmi� pik alanı (A/t) tekrarlanırlı�ı sırasıyla 0.73 

ve 1.99 % RSD olarak tespit edildi. Günler arası tekrarlanırlık üç farklı günde 

pe�pe�e 5 kez injeksiyon ile hesaplandı. Pik alanı için günler arası tekrarlanırlık 2.43 

% RSD olarak bulundu. 

7.2.1.3 LOD ve LOQ de�erleri    

Kalibrasyon çözeltisi, 25 ile 200 µmol/L NTBC konsantrasyonu aralı�ında çizildi. 

Kalibrasyon do�rusunun denklemi ve korelasyon katsayısı 0.99611(r) olarak 

bulundu. 

Üç farklı temel çizgiden tespit edilen gürültünün üç katı LOD de�eri olarak   3.17 

µmol/L for NTBC olarak tespit edildi. LOQ de�eri gürültü sinyalinin 10 katı olarak 

10.6 µmol/L olarak bulundu. 

7.2.1.4 Metodun do�rulu�u  

Metodun do�rulu�u, üç farklı konsantrasyonda , 50, 100, and 150 �mol/L NTBC 

konsantrasyonlarında NTBC yi serum örne�ine ilave ederek 6 farklı ölçüm alınarak 

yapıldı. Geri kazanım de�erleri % 74 ile 84 arasında bulundu. 
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Validasyon de�erleri toplu olarak Çizelge 7.2’de verilmi�tir.  

Çizelge 7.2 : NTBC için validasyon de�erleri. 

Güniçi iki injeksiyon arası (n=5) kesinlik: 
Düzeltilmi� pik alanı (A/t) 
Günler arası (n= 5x3 gün) kesinlik: 
Düzeltilmi� pik alanı (A/t) 

 

1.99 
 
2.43 

LOD (µmol/L) 
LOQ (µmol/L) 

3.17 
10.6 

NTBC eklenmi� serum örnekleri (µmol/L)  
50 
100 
150 

Geri Kazanım (%) 
74± 7 
84± 5  
84± 4  

7.2.1.5 Yöntemin hasta serumunda NTBC tayinine uygulanması 

Yöntemin uygulanması NTBC tedavisi gören bir tirozinemi tip I hastasının serum 

örne�inde bu ilacın tayinine uygulandı. �ekil 7.5 –C’ de günde kg ba�ına 1 mg 

NTBC alan bir hastanın serum elektroferogramı görülmektedir. Bu örnekte serum 

NTBC konsantrasyonu 38.43 �mol/L NTBC olarak tespit edilmi�tir. 

7.3 �drarda Etilmalonik Asit Te�his ve Tayini �çin CE Yöntemi Geli�tirilmesi 

Etil malonik Asitin Bölüm 4, �ekil 4.2 de gösterilen formülü, süksinilasetona benzer 

�ekilde bu molekülünde asit grubu içerdi�inden, bazik alanda yük kazanaca�ı ve 

CZE ile ayrılabilece�ini öngörür. Süksinilasetonda oldu�u gibi küçük bir organik asit 

olan bu molekülün elektroforetik mobilitesi yüksek olaca�ından kapiler duvarını 

pozitif olarak kaplayarak elektroosmotik akı� yönü ile, etilmalonik asidin 

elektroforetik göç yönünü aynı yöne çevirerek hızlı bir ayırıma ula�ılabilece�i 

dü�ünülmü�tür. Bu amaçla CTAB kullanılarak dinamik bir kaplama yoluna gidildi. 

Ancak etilmalonik asit süksinilasetonun aksine UV aktif bir molekül de�ildir. Bu 

nedenle bu çalı�mada CZE ayırma ve indirek UV deteksiyon yöntemi seçilmi�tir. 

�ndirek deteksiyonun prensibi kapiler içinde bulunan tampon çözeltiye uygun bir 

kromofor madde ilave etmektir. Kromoforun mobilitesi ile analitlerin mobilitesi 

birbirlerine yakın ise analitler UV detektörün kar�ısından geçerken detektörün 

gördü�ü kromoforun geri sinyalinde bir dü�ü� olur. Elde edilen negatif piklerin 

alanları analit konsantrasyonu ile orantılıdır. Bu çalı�mada analitle mobilitesi uyumlu 

olan ve molar absorptivitesi çok yüksek olan bir kromofor, 2,6- piridin karboksilik 

asit tampon içine ilave edilmi�tir. Yapılan ön çalı�malar sonucu en uygun tampon 
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bile�imi olarak 5 mmol/L 2,6-piridin dikarboksilik asit, 0.1 mmol/L CTAB , pH: 5.74 

olarak seçilmi�tir. Kullanılan kromofor aynı zamanda zayıf bir asit oldu�undan aynı 

zamanda tampon görevi yapmaktadır. Ayırma �artları toplu olarak deneysel kısımda 

Çizelge 6.1 ve 6.2’de verilmi�tir. �ekil 7.7’de sa�lıklı bir ki�inin idrar numunesinin 

elektroforeogramı (A), Etilmalonik asit eklenmi� idrar numunesinin elektroforegramı 

(B) ve Etilmalonik asidüri tanılı bir hastanın idrar numunesinin elektroforeogramı 

(C) toplu olarak verilmi�tir. Elektroferogramda negatif pikler integrasyon kolaylı�ı 

açısından görüntü olarak pozitif piklere dönü�türülmü�tür. 
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�ekil 7.7 : A) Sa�lıklı bir ki�inin idrar numunesinin elektroforeogramı ;                            
 B)  Etilmalonik asit  eklenmi� idrar numunesinin elektroforegramı ;                
 C) Etilmalonik asidüri tanılı bir hastanın idrar numunesinin 
 elektrofereogramı. * etilmalonik asit pikini göstermektedir. 

7.3.1 Metod validasyonu 

7.3.1.1 Kalibrasyon do�rusu 

Etilmalonik asit için 10, 25, 50, 75, 100, 250, 500, 750 µmol/ L konsantrasyon 

de�erlerinde do�rusal kalibrasyon grafi�i çizildi. Kalibrasyon do�rusunun denklemi 

y= 2,25045.10-3 x + 1.59091.10-2  olarak korelasyon de�eri 0.99920 ( r ) olarak tespit 

edildi. Kalibrasyon do�rusu �ekil 7.8’de verilmi�tir. 
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�ekil 7.8 : Etilmalonik asitin  kalibrasyon do�rusu. 

7.3.1.2 Tekrarlanırlık 

Metodun kesinli�i 50 µmol/L etilmalonik asit çözeltisinin artarda 6 kez injeksiyonu 

ile kontrol edildi. Geli� süresi ve düzeltilmi� pik alanı (A/t) tekrarlanırlı�ı sırasıyla 

0.17 ve 0.89 % RSD olarak tespit edildi ( Çizelge 7.3 ). Günler arası tekrarlanırlık üç 

farklı günde pe� pe�e 6 kez injeksiyon ile hesaplandı. Pik alanı için günler arası 

tekrarlanırlık 1.91 % RSD olarak bulundu. 

Çizelge 7.3 : Etilmalonik asidin tekrarlanabilirlik de�erleri 

A/ t (Pik Alanı) %RSD t (geli� süresi)%RSD 

0,89 0,17 

7.3.1.3 LOD ve LOQ de�erleri    

Etilmalonik asit için LOD de�eri 11.78 µmol/L  ve LOQ de�eri 39.3 µmol/L olarak 

saptanmı�tır.    

7.3.1.4 Metodun do�rulu�u  

Metodun do�rulu�u, üç farklı konsantrasyonda 25, 50 ve 100, �mol/L EMA 

konsantrasyonlarında EMA’ yı idrar örne�ine ilave ederek 6 farklı ölçüm alınarak 

yapıldı. Geri kazanım de�erleri % 96.6 olarak  bulundu. 

Validasyon de�erleri toplu olarak Çizelge 7.4’de verilmi�tir.  
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Çizelge 7.4 : Etilmalonik asit için validasyon de�erleri. 

Gün içi iki injeksiyon arası (n=6) kesinlik: 

Düzeltilmi� pik alanı (A/t) 

Günler arası (n= 5x3 gün) kesinlik: 

Düzeltilmi� pik alanı (A/t) 

 

0.89 

 

1.91 

LOD (µmol/L) 

LOQ (µmol/L) 

11.78 

39.30 

EMA eklenmi� normal idrar örnekleri (µmol/L)  

25 

50 

100 

Geri Kazanım (%) 

96±2 

96±2  

98±2  
 

7.3.1.5 Yöntemin hasta idrarında etilmalonik asit tayinine uygulanması 

Yöntemin uygulanması etilmalonik asidüri tanısı konulmu� ve henüz tedavi altına 

alınmamı� hasta idrar örne�inde   geli�tirdi�imiz yöntem ile etilmalonik asit tayini 

yapıldı. yapılan tayin sonrası  gören bir tirozinemi tip I hastasının serum örne�inde 

bu ilacın tayinine uygulandı. �ekil 7.7 –C’ de etilmalonik asidürili bir hastanın idrar 

elektroferogramı görülmektedir. Bu örnekte idrar EMA konsantrasyonu 78.4 �mol/ L 

olarak tespit edilmi�tir. 
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8.  SONUÇLAR 

8.1 Tartı�ma 

Bu çalı�manın birinci aya�ında,  kalıtsal metabolizma hastalıklarından olan 

tirozinemi tip I’ in tanısı için gerekli olan idrarda süksinilaseton düzeyi 2.17 dakika 

gibi kısa bir sürede herhangi bir ön i�leme gerek duymaksızın yeni bir kapiler 

elektroforetik yöntem ile analiz edilmi�tir [86]. Süksinilasetonun tanısı �imdiye kadar 

GC analizi ile yapılmaktaydı [87]. GC analizi için uzun zaman ve reaktif gereken ön 

türevlendirme i�lemi uygulanmaktadır. CE çalı�masında idrar örnekleri seyreltilerek 

do�rudan injekte edilmi� ve çok kısa bir sürede süksinilaseton piki te�his edilmi�tir. 

Normal insan idrarında süksinilaseton bulunmadı�ı ve süksinilasetonun geli� süresi 

yakınlarında idrar matriksine ait bir pik görülmedi�i için CE yöntemiyle idrarda 

süksinilaseton pikinin görünümü tirozinemi tip 1 hastalı�ının hızlı ve ekonomik bir 

analiz yöntemiyle te�hisini sa�lamaktadır.  

 Çalı�mamızın ikinci aya�ında, Tirozinemi tip I’ in tedavisinde kullanılan NTBC’ 

ilaç maddesinin serumda miktar tayinini hedeflemi�tir. Tirozinemi Tip 1 hastaları 

için karaci�er nakli tek seçenekken, 1992 yılında NTBC nin bu hastalı�ın tedavisi 

için kullanılmaya ba�lanması bu genetik bozuklu�a sahip çocuklar için büyük bir 

umut olmu�tur. NTBC hala ara�tırma altında bir ilaçtır. NTBC kullanımına ait farklı 

ülkelerden ve farklı hastahanelerden klinik çalı�malar muntazam olarak 

raporlanmaktadır. Her yıl Avrupa ilaç organizasyonu (Europian Medicines Agency, 

EMEA) NTBC uygulamaları hakkında yenilikleri tarayıp rapor etmektedir. �u anda 

tavsiye edilen günlük doz vücut a�ırlı�ı (kg) ba�ına 1 mg dır. NTBC tedavisine 

cevabı az olan hastalarda bu doz arttırılabilmektedir.Ancak NTBC nin yan etkilerini 

minumumda tutmak için serum NTBC düzeyinin 40-50 µmol/ L de tutulması tavsiye 

edilir [28, 61, 87, 88]. Ki�isel doz ayarlaması ki�inin biyokimyasal cevabına ve 

serum NTBC seviyelerine göre ayarlanmaktadır. Serum NTBC seviyelerinin rutin 

olarak tespiti birçok laboratuvar için mümkün de�ildir. �imdiye kadar bir kolon likid 

kromatografik metod [90] ve daha pahalı cihaz donanımı gerektiren bir LC-MS/MS 
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metod [91] literatürde rapor edilmi�tir. Çalı�mamızda gene serum örne�inin basit bir 

operasyonla deproteinize edilmesinden sonra direk injeksiyonu ile  4.1 dak. gibi çok 

kısa sürede NTBC te�hisi yapılmı�tır [89].  

Çalı�manın üçüncü ve son aya�ında ise, etilmalonik asidüri te�hisi için, idrarda 

etilmalonik asit düzeyi 2.1 dakikalık bir zamanda herhangi bir ön i�leme gerek 

duymaksızın indirekt dedeksiyon yardımıyla kolayca tespit edilmi�tir.  

Her üç yöntemde de minumum dedeksiyon limitleri hastalıkların te�hisi ve tedavi 

sürecindeki seyri açısından yeterli düzeydedir. Geli�tirilen yöntemlerin her üçü de 

tekrarlanabilir sonuçlar vermektedirler. 

CE’in biyolojik örneklerinin analizinde GC, GC- MS, HPLC’ye göre avantajı  ön 

safla�tırma gerektirmeksizin örneklerin kolona injekte edilmesi ve çok az madde 

tüketimidir. Silika kolonlar farklı çözücülerle yıkanarak rejenere edilebilir ve HPLC 

kolonlara göre kıyaslanmayacak ölçüde ekonomiktir. CE yöntemlerinin, kısa analiz 

süreleri  hem zaman hem de para yönünden ekonomi sa�lamaktadır. Ayrıca cihazın 

kendi fiyatı ve sarf malzelerinin maliyeti dü�ünüldü�ünde test ba�ına maliyette 

önemli avantajlar sa�lamaktadır. 

Sonuç olarak, kapiler elektroforez, idrarda süksinilaseton tayini, serumda NTBC 

tayini ve idrarda etilmalonik asit tayini için  hızlı, kolay, ucuz, basit ve klinik 

çalı�malar için uygun bir teknik  olarak önerilmektedir. 
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