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OZET

Golgi ve endoplazmik retikulumda bir dizi karmasik reaksiyon sonucu olusan protein
glikozilasyonu; hticre adezyonu, migrasyonu, hicre blyldmesi, hiicre ylzeyinin taninmasi,
hiicre yuzey antijenitesi gibi birgok fizyolojik durumla yakindan iligkilidir. Bu nedenle
glikozilasyonun bozulmasi, konjenital glikozilasyon bozukluklart yamsira inflamasyon,
romatoid artrit, kanser, karaciger hastaligi, galaktozemi, sepsis ve kronik akol alimi gibi
birgok patolojik durumla birliktelik gosterebilir. Katabolik durumla seyreden hastaliklarda da
protein glikozilasyonunun etkilendigine dair yayinlar yapilmis, fakat bu durum hentiz agikliga
kavusturulmamistir. Bu nedenle bu calismada malnutrisyonlu hasta grubunda transferrin
izoformlarinin (glikoform) dagilim ve bu dagilimin malnutrisyonun derecesi ve beslenme
belirtegleri ileiliskisi incelenerek malnutrisyonun glikozilasyon Uzerine etkisinin arastirilmasi
amagclanmaktadir.

Calisma grubunu 6 ay - 5 yaslarn arasinda "Waterlow" simiflamasina gore
degerlendirilen 42 malnutrisyonlu (n=24 hafif, n=12 orta, n=6 agir) ve 30 saglikli gocuk
olusturdu. Her iki grupta da prealbumin, instilin benzeri biyime faktori-1, ferritin, demir,
total demir baglama kapasitesi, ¢inko ve transferin dizeyleri 6lglldu. Glikozilasyondaki
degisikleri degerlendirmek Uzere TRF izoform analizi referans yontem olan izoelektrik
fokuslama ile gerceklestirildi. Bu yontem "Multiphor 1" ve "Phast" sistem olmak Uzere iki
ayrn sissemde uygulandi ve degerlendirildi. Istatistiksel analizler icin "SPSS 16.0 for
Windows' program kullamildi. Gruplar arasi karsilastirma, t testi ve/veya "Mann-Whitney U"
testi ile gerceklestirildi. p< 0,05 anlamhh olarak degerlendirildi. Korelasyon
degerlendirmesinde "Pearson” ve "Spearman” analizleri kullamld.

"Multiphor 11" sistemi ile IEF yonteminde di- ve tetrasiyalotransferrin izoformlar: icin
iki duizey kontrolde jel ici tekrarlanabilirlik < % 3,5 (n=7), jeller arasi tekrarlanabilirlik ise <
% 7 (n=20); "Phast" Sistemde sirasiyla< % 7 (n=8) ve < % 6 (n=10) bulundu. "Multiphor 11"
sistemi icin % bias degerleri disik ve yuksek dizey kontrol materyalinde disiyalotransferrin
icin sirastyla 9,69 ve 9,27, tetrasiyalotransferrin icin sirasiyla 1,33 ve 2,15 olarak bulundu. A-
,mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, heksa- ve heptasiyalotransferrin izoformlarimin oransal (%)
degerleri agisindan iki sistem arasinda (n=40) anlamli fark olmadig, di- ve
tetrasiyalotransferrin izoformlar: igin korelasyon katsayilariin (r) sirast ile 0,85 ve 0,64
oldugu saptand:.



Biyokimyasal beslenme parametreleri agisindan hasta ve kontrol gruplart
karsilastirildiginda instilin benzeri biytme faktori-1 ve demir diizeylerinin hasta grubunda
anlamli (sirasiyla p= 0,009 ve p= 0,006) dustk oldugu saptandi. Agir ve orta malnutrisyonlu
hasta grubunda (n=18) serum IGF-1, demir ve TRF duzeyleri kontrol olgularina gére anlaml1
distk (srasiyla p= 0,007, p= 0,036 ve p= 0,018), ferritin dizeyleri ise anlamli yiksek (p=
0,010) saptand:.

Insiilin benzeri bilyiime faktorii-1'in demir (p= 0,000, r= 0,562), transferrin (p= 0,001,
r=0,421) ve prealbumin ile (p= 0,001, r= 0,420) pozitif yonde, ferritin ile (p= 0,001, r= -
0,446) negatif yonde korelasyon gosterdigi saptandi. Demir ise insilin benzeri biylime
faktort-1 yamsira transferrin (p= 0,027, r= 0,276), prealbumin (p= 0,006, r= 0,340) ve ¢inko
ile (p=0,041, r= 0,254) pozitif yonde korelasyon gosterdi. Ferritin, insilin benzeri buyime
faktort-1 yanisira transferrin ile de (p=0,000, r=-0,484) negatif yonde korelasyon gosterdi.

Transferrin izoformlarinin dagilimi ve a-,mono- ve disiyalotransferrinin toplam: olarak
tammlanan "karbohidrat1 eksik transferrin® agisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda
anlaml1 fark bulunmadh. Agir ve orta malnutrisyonlu hastalarin serum a ve disiyalotransferrin
diizeyleri kontrol olgularina gore anlaml1 yuksek (sirasiyla p= 0,040 ve p= 0,036) saptandh.

"Boya gore agirlik" indeksinin, instlin benzeri blyume faktori-1 (p= 0,006 ve r=
0,359) ve demir (p= 0,006, r=0,339) ile olumlu, disiyalotransferrin (p= 0,017 ve r=-0,292) ve
CDT (p= 0,007 ver=-0,328) ile olumsuz korelasyon gosterdigi belirlendi.

Transferrin ile disiyalotransferrin (p= 0,022, r= 0,283) ve karbohidrat1 eksik transferrin
(p= 0,009, r= 0,323) arasinda olumlu, tetrasiyalotransferrin (p= 0,025, r=-0,278) arasinda ise
olumsuz korelasyon saptandi. Transferin izoformlarinin diger biyokimyasal parametreler ile
iliskisi degerlendirildiginde ise sadece asiyalotransferrin ile prealbumin (p= 0,021, r= 0,287)

arasinda olumlu korelasyon saptandh.

Sonug olarak olgu ve kontrol gruplar: arasinda, karbohidrat1 eksik transferrin ve onu
olusturan izoformlar agisindan anlamli bir fark bulunmasa da olgu grubunda degerlerin daha
yuksek olmasi ve monosiyalotransferrin izoformunun agir malnutrisyonlu hasta grubunda
hafif malnutrisyonlu hasta grubu ve kontrollere kiyasla anlaml1 yiksek olmasi malnutrisyonun
glikozilasyonu etkileyebilecek bir durum olduguna isaret etmektedir. BGA ile
disiyalotransferrin ve karbohidrat1 eksik transferrin arasindaki anlamli negatif korelasyon bu



gorust desteklemektedir. Daha agir malnutrisyonlu olgularda ya da katabolik sureg ile
seyreden diger hastaliklarda izoelektrik fokuslama ile yapilacak transferrin izoform analizinin
glikozilasyon degisikliklerini ortaya koyabilecegi dustntlmektedir. Katabolik sliregte protein
glikozilasyonunda ortaya cikan degisikliklerin nedenleri ve sonuclart hakkinda ileri

arastirmalara gereksinim vardr.

Anahtar kelimeler: Glikozilasyon, malnutrisyon, transferrin izoformlari, izoelektrik

fokuslama



ABSTRACT

Protein glycosylation, a result of many complex reactions in golgi and endoplasmic
reticulum, is closely related to physiological processes such as cell adhesion, migration, cell
surface recognition and cell membran antigenity. Therefore, defects in glycosylation is
associated with several pathological conditions including inflammation, rheumatoid arthritis,
cancer, liver diseases, galactosemia, sepsis and chronic alcohol abuse in addition to congenital
disorders of glycosylation. Moreover some studies suggested that catabolic diseases may
effect protein glycosylation, yet this issue needs further clarification. The aim of this study
has been to evaluate the effect of malnutrition on glycosylation by investigating the possible
changes in transferin isoform (glycoform) pattern in malnutrition and its relationship to the
degree of malnutrition and other nutritional parameters.

The study group included 42 malnourished patients (n=24 mild, n=12 moderate, n=6
severe) and 30 healthy controls (age range: 6 months- 5 years) who were evaluated according
to Waterlow classification. In both groups prealbumin, insulin like growth factor-1, ferritin,
iron, total iron-binding capacity, transferrin and zinc levels were measured. Transferrin
isoform analysis was performed by isoelectric focusing, the reference method, to demonstrate
the changes in glycosylation. The method was applied and evaluated on two different systems
(Mutiphor 1l and Phastsystem). Statistical analyses were performed by "SPSS 16.0 for
Windows'" program. The comparison between the groups was done using t test or Mann-
Whitney U test. For all analyses p value less than 0.05 was considered to be stastically
significant. Correlations between parameters were evaluated using "Pearson”  and

"Spearman" tests.

In isoelectric focusing method by Multiphor Il system the coefficients of variation
(CV) were determined to be < 3.5 % for within run (n=7) and < 7 % for between run (n=20)
imprecision considering di- and tetrasialotransferrin isoforms in two levels of control
material. The same values for Phastsystem were < 7 % (n=8) and < 6 % (n=10) respectively.
The bias of Multiphor Il system against Phast system was 9.69% and 9.27% for
disialotransferrin and 1.33% and 2.15% for tetrasialotransferrin using low and high levels of
control material respectively. A-,mono-, di-, tri-, tetra, penta, hexa and
heptasialotransferrin isoforms (%) showed no significant difference between the two systems



(n=40) and coefficients of correlation for di- ve tetrasialotransferrin isoforms were determined
to be 0.85 ve 0.64 respectively.

Considering the biochemical nutritional parameters, insulin like growth factor-1 and
iron were determined to be significantly lower (p= 0.009 and p= 0.006 respectively) in the
patient group in comparison to the control group. Significantly lower values were observed
for 1GF-1, iron and transferrin (p= 0.007, p= 0.036 and p= 0.018 respectively ) and higher
values were observed for ferritin (p= 0.010) in moderately and severely malnourished patient
group (n= 18) compared to controls.

Insulin like growth factor-1 was correlated positively with iron (p= 0.000, r= 0.562),
transferrin (p= 0,001, r= 0,421) and prealbumin (p= 0.001, r= 0.420) while negatively with
ferritin (p= 0.001, r= -0.446). Iron was correlated positively with transferrin (p= 0.027, r=
0.276), prealbumin (p= 0.006, r= 0.340) and zinc (p=0.041, r= 0.254) along with insulin like
growth factor-1. Ferritin showed a negative correlation with transferrin (p=0.000, r= -0.484)
along with insulin like growth factor-1.

For transferrin isoforms and for "carbohydrate deficient transferin” described as the
sum of a, mono- and disialotransferrin, no significant difference existed between patients and
controls. Significantly higher values were observed for asialotransferrin and disialotransferrin
(p= 0.040 and p= 0.036 respectively ) in moderately and severely malnourished patients
compared to controls.

"Weight for Height" was positively correlated with insulin like growth factor-1 (p=
0.006, r= 0.359) and iron (p= 0.006, r= 0.339) while negatively correlated with
disialotransferrin (p= 0.017, r=-0.292) and CDT (p= 0.007, r=-0.328).

Transferrin was positively correlated with disialotransferrin (p= 0.022, r= 0.283) and
CDT (p= 0.009, r= 0.323) while negatively correlated with tetrasialotransferrin (p= 0.025, r= -
0.278). As to the relationship of transferrin isoforms to other biochemical parameters, a
positive correlation was observed only between asialotransferrin and prealbumin (p= 0.021,
r=0.287).

In conclusion, the results of this study point out that malnutrition is a disease status
which may effect glycosylation. Although insignificant, higher values were observed for



"carbohydrate deficient transferin” and for the isoforms constituting it in malnourished
patients compared to the control group and the monosialotransferrin isoform was significantly
higher in severely malnourished patients compared to mildly malnourished and the control
group. The significantly negative correlation between "Weight for Height" and
disialotransferrin and "carbohydrate deficient transferin” further support this opinion. In a
larger patient group with severe malnutrition and in other disease states with markedly
increased catabolism, transferrin isoform analysis with isoelectric focusing may reveal the
aterations in protein glycosylation. The mechanisms underlying the alterations in
glycosylation during catabolic process and its outcomes need to be elucidated with further

studies.

Keywords: Glycosylation, malnutrition, transferrin isoforms, isoelectric focusing



1. GIRiS VE AMAC

Glikozilasyon en sik goérilen post-transyonel modifikasyon reaksiyonlarindan biridir
ve Okaryotlardaki bilinen proteinlerin yaklasik yarisi glikoziledir (1). Glikoproteinlerin
oligosakkarit yapisi (glikan); hiicre adezyonu, migrasyonu, hiicre biyimesi (1, 2), hicre
yuzeyinin taninmast (hormonlar, virusler ve baska hiucreler tarafindan), hicre yuzey
antijenitesi (6rnegin kan grubu antijenleri) (3) gibi birgok fizyolojik durumla yakindan
iliskilidir. Bu nedenle glikozilasyonun bozulmasi birgok patolojik durumla birliktelik
gogerebilir (2). Glikozilasyonun primer olarak etkilendigi konjenital glikozilasyon
bozukluklarinin (4-6) yam sira inflamasyon, romatoid artrit, kanser, gebelik, karaciger
hastalig1 (7), galaktozemi (8), sepsis (9) ve kronik alkol alimi (10, 11) gibi sekonder nedenlere
bagli olarak da glikozilasyon bozulabilir. Son zamanlarda anoreksiya nervoza (AN) gibi
katabolik durumla seyreden hastaliklarda da protein glikozilasyonunun etkilendigine dair
yayinlar yapilmistir (12-14).

Glikozilasyonun karmasik mekanizmasinin  anlasilabilmesi ve bozukluklarinin
aydinlatilabilmesi igin simdiye kadar birgok glikoprotein Uzerinde calisma yapilmistir. Bu
glikoproteinlerin iginde tam amagli kullanima en uygun olan ve en sik analiz edilen ise
transferrindir (6). Transferrinin icerdigi siyalik asit miktarina gére 8 ayr1 izoformu bulunur
(20). Transferrin (TRF) izoformlarimin analizinde, ylksek selektivitesi nedeniyle izoelektrik
fokuslama elektroforezi (IEF) referans yontem olarak kullanilir. Glikan zincirlerinden birinin
veya ikisinin birden yokluguyla olusan; &, mono- ve disiyalotransferrini igeren gruba
"karbohidrat1 eksik transferin (CDT)" denir (15). CDT bilimsel literatirde ilk kez 1976
yilinda Stibler ve Kjellin tarafindan, alkoliklerin serum ve BOS' larinda (beyin omurilik
sivisi) rapor edilmistir (16). Kronik alkol aliminda CDT'nin artis mekanizmasi heniiz tam
anlasiilmamakla birlikte etanol veya onun metaboliti olan asetaldehitin, golgide, N-glikan
zinciri sentezini etkiledigi dustnulmektedir. Ayrica alkoliklerin serumunda galaktozil
transferaz ve N-asetilglukozaminiltransferaz aktivitelerinin azaldigi da gosterilmistir (10).

Son zamanlarda anoreksiya nervoza gibi katabolik stirecin hakim oldugu hastaliklarda
da CDT artis1 olabilecegi savunulmustur (13, 14). CDT'nin artmasinda olasi mekanizma
olarak, agliga bagli kanda artan asetoasetatin alkol metaboliti olan asetaldehite yapisal
benzerligi nedeni ile enzim inhibisyonu yapmasi 6ne strdlmuistir (14). Baska bir ¢alismada



ise AN’de aslinda CDT artisimin olmadigi, bu hatali yuksekligin dzgulligu ve duyarlilig:
distk yotemlerle calismanin bir sonucu oldugu 6ne sirdlmastir (12). Bu konuda az sayida
calisma yapilmis olmast ve bu ¢alismalarda farkli yontemlerin kullamlimis olmasi sonuglarin
yorumunu guclestirmektedir. Ayrica katabolik hastalarda yapilan calismalarda genellikle
kromatografik ayrimin ardindan tirbidimetrik immun 6lgiim (TIA) ile CDT 6lglimi tizerine
yogunlasilmis (% CDT-TIA) referans yontem olan IEF ile tum izoformlarin degerlendirildigi
bir calisma yapilmamistir. Bu nedenle AN gibi katabolik durumla seyreden hastaliklarin
glikozilasyon bozuklugu ile iliskisi hentiz tam olarak anlasilamamistir. Daha 6nce katabolik
hasta gruplarinda CDT analizi yapilmig olsa da olgu grubunu sadece malnutrisyonlu
hastalarin olusturdugu bir calisma yoktur. Olgu grubu olarak malnutrisyonlu c¢ocuklart
secmemizin nedeni malnutrisyonda da vicutta besin yetmezligi sonucu katabolik bir durum
olusmasidir. Bizim galismamiz malnutrisyonlu hastalarda tim TRF izoformlarinin referans
yontem olan IEF ile degerlendirildigi ilk calisma olacaktir.

Bu ¢aligmada malnutrisyonlu hasta grubunda transferrin izoformlarimn dagilim ve bu
dagilimin  malnutrisyonun derecesi ve beslenme belirtecleri ile iligkisi incelenerek
malnutrisyonun glikozilasyon Uzerine etkisinin arastirilmas: amaglanmustir.

Bu calismadaki ikincil amacimiz ise TRF izoform analizi icin referans metot olan IEF
yontemini laboratuvarimizda kurmaktir. Glikozilasyon bozukluklarimin tamsinda referans
metot olarak kabul edilse de IEF yonteminin performansinin degerlendirildigi bir calismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle yontemin dogruluk ve kesinlik gibi analitik performans
kriterlerinin  degerlendirilmesi ve ayrica IEF yontemine dayali iki cihazin birbiri ile
karsilastirilmas: hedeflenmistir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. GLIKOPROTEINLER

Polipeptid omurgalarina kovalent olarak baglanmis oligosakkarid zincirleri (glikanlar)
iceren proteinlerdir (3, 17). Okaryotik proteinlerin yaklasik % 50'sine seker bagli oldugu
tahmin edilmektedir, dolayisi ile glikozilasyon (sekerlerin enzimatik baglanmasi) proteinlerin
post-translasyonal modifikasyonlar1 arasinda en sk rastlaniladir. Sekerlerin proteinlere
enzimatik olmayan yollardan da baglanmast mimkindir ve bu durum glikasyon olarak
tanimlanir. Bu stirecin ciddi patolojik sonuclari ortaya cikabilir (6rnegin kontrolsiiz diyabetes
mellitusta). Glikokonjligat veya kompleks karbohidrat esdeger terimler olup glikoproteinleri,
proteoglikanlar: ya da glikolipidleri olusturmak Uzere bir proteine ya da bir lipide kovalent
olarak baglanmis bir ya da daha fazla karbohidrat zinciri igeren molekdlleri tammlamak icin
kullanilirlar. Insanlarda albumin haric hemen tiim plazma proteinleri glikoproteindir. Hiicre
membrant proteinlerinin ¢ogu ©6nemli miktarda karbohidrat igermektedir. Kan grubu
maddelerinin birkagt glikoprotein, digerleri glikosfingolipid yapidadir. Bazi hormonlar da
(6rnegin koriyonik gonadotropin) glikoprotein yapidadir (17).

2.1.1. Proteinlerin Glikozilasyonu

Protein glikozilasyonunun N-glikozilasyon ve O-glikozilasyon olmak tzere 2 ana tipi
vardr. N-glikozilasyon biraraya gelme [sitozol ve endoplazmik retikulum (ER)] ve
islemlenme (ER ve golgi) asamalarindan olusur. O-glikozilasyon ise sadece biraraya gelme
asamasindan olustugu halde daha karmasiktir (18).

Dolikol-pirofosfat-oligosakkarid (Dol-P-P-oligosakkarid), N-bagli glikoproteinlerin
biyosentezinde anahtar rol oynar. Bu bilesigin oligosakkarid zinciri genellikle R-
GIcNAc;MangGlcs (R=Dol-P-P) yapisina sahiptir. Bu bilesigin sekerleri 6nce Dol-P-P
omurgas: tizerinde toplanir (17). 11k reaksiyon, N-asetil glukozamin (GIcNAc) fosfatin, UDP-
GIcNAc' den, membrana bagli dolikol monofosfata (Dol-P) transferidir (ER’nin sitoplazmik
kisminda). Bu transfer sonunda GIcNAc-pirofosfatdolikol (GIcNAc-PP-Dal) olusur. Bu lipid
bagli monosakkarite sirayla bir GICNAc ve bes mannoz (Man) kalintisi eklenir. Bu
mannozlarin kaynag: glikolitik yolun ara Grini olan fruktoz 6-fosfattan sentezlenen GDP-



mannozlardir. Bu lipid bagli heptasakkarit-MansGIcNAc, membrandan Itimene geger ve dort
mannoz ile U¢ glukoz daha sirayla ilave olur. Boylece ilk asama olan bir araya gelme asamasi
sona ermis olur. Bu reaksiyonlar icin dort mannozil transferaz, U¢ glukozil transferaz ve
dolikolfosfat bagli monosakkaritlere (Dol-P-Man ve Dol-P-Glc) ihtiyag vardir (18).
Tamamlanan GlcsMangGIcNAC, oligosakkarit, oligosakkarit transferaz kompleksi ile
olgunlasmarmus proteinin asparagin rezidusiine transfer edilir (Sekil 1) (18-20).
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Sekil 1. Lipid bagli oligosakkaritin proteine transferi (20)

N-glikozilasyonun islemlenme asamasi ise ER’de glukozlarin (glukozidaz | ve Il
tarafindan kataliz edilir.) ve bir mannozun (a-mannozidaz | tarafindan kataliz edilir.)
uzaklastirilmasi ile baglar. Daha sonra yeniden yapilanma [GIcNAc, fukoz, galaktoz, siyalik
asit (SA) gibi sekerlerin ilavesi] ile sonlamir (Sekil 2) (18, 20).
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Sekil 2. N-Glikozilasyonda islemlenme asamasi (20)

O-bagl1 glikoproteinlerin oligosakkarid zincirleri ise, sekerlerin 6zgin glikoprotein
glikoziltransferazlar tarafindan katalizlenen tepkimelerde adim adim eklenmesi ile Golgi
cisimciginde sentez edilir. Glikoprotein yapisina katilan sekerlerin donord, ntkleotid
sekerlerdir. N-bagli glikoproteinlerin sentezinin aksine dzgin bir dolikol-P-P-oligosakkarid
ve gesitli glikozidazlar sentezde yer ailmaz (17).

2.1.2. Glikoproteinlerin Islevi

Glikoproteinlerin yapisindaki glikanlarin biyolojik islevleri ¢ok hicreli kompleks
organ ve organizmalarin olusumunda 6nem kazanir, ¢linki bu suregte hticrelerin birbirleri ile
ve kendilerini cevreleyen hicre disi matriks ile etkilesimleri gergeklesmek zorundadir.
Glikanlarin ¢ogu hicresel ve hiicre disina salgilanan glikoproteinlerin dig ylzeyinde
bulunurlar ve dolayisi ile hiicre-hiicre ve hicre-matriks etkilesimlerini dizenlemek veya
aracilik etmek icin cok uygun bir yerlesimdedirler. Membrana bagli bu glikoproteinler, hiicre
yuzeyinin taninmast (hormonlar, virusler ve baska hicreler tarafindan), hicre yizey
antijenitesi (6rnegin kan grubu antijenleri), hiicre dis1 matriks bilesenlerini olusturma gibi
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bircok hticresel olayda rol alirlar. Gastrointestinal ve Grogenital yollarin misin salgisi olarak
biyolojik koruyucu kaygan yapiy1 olustururlar (3).

TRF ve sertloplazmin tasiyict molekil olarak gorev yapar. Tiroid stimilan hormon,
koryonik gonadotropin gibi hormonlar ve alkalen fosfataz gibi bazi enzimler de glikoprotein
yapidadir. Trombositlerin ytizey membranlarindaki spesifik glikoproteinler ise hemostazdarol
oynarlar. Ayrica embriyonik gelisim, normal doku organizasyonu, tUmor metastazi ve
hicrelerin hticre disindaki molekdller ile etkilesimlerinde de rol aldiklarini gosteren birgok
veri mevcuttur (17).

2.1.3. Glikoproteinlerin Simflandirilmas

Polipeptid ve oligosakkarid zincirleri arasindaki bagin 6zelligine bagli olarak, ¢ ana
sinifa ayrilirlar (17):

1. O-glikozid bag tasiyanlar (O-bagli):

Baglanma serin veya treoninin hidroksil yan zinciri ile N-asetilgalaktozamin
(GalNAc-Ser[Thr]) arasinda olur.

2. N-glikozid bag: tastyanlar (N-bagl1):

Baglanma asparaginin amid azotu ile N-asetilglukozamin arasinda (GIcNAc-
Asn) olur.

3. Glikozilfosfatidilinozitol bag tasiyanlar (GPI-bagli):

Bir proteinin karboksil ucundaki amino aside bir fosforil-etanolamin kismu ile
baglanmis bir oligosakkarid (glikan) mevcuttur ve bu da glukozamin araciligi
ile fosfatidilinozitole (PI) baglhdur.

2.2. PROTEIN GLIKOZIiLASYONUNUN BOZULDUGU DURUMLAR
Glikoproteinlerin karbohidrat (glikan) kisimlarinin fonksiyonlarini anlayabilmek igin
birgok calisma yapilmistir. Glikanlarin yamsal farkliligr gosterilmistir (7). Karbohidrat
zincirindeki  degisikliklerin gosterildigi durumlar; konjenital glikozilasyon bozukluklar:
(CDG) (5, 18, 21-23), inflamasyon, romatoid artrit, kanser, gebelik, karaciger hastalig1 (7),
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galaktozemi (8), sepsis (9), kronik alkol alimi (10, 11) ve AN gibi katabolik durumla seyreden
hastaliklar (13, 14) olarak sayilabilir.

2.2.1. Konjenital Glikozilasyon Bozukluklary

Glukokonjugatlarin biyosentezindeki enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar
sonucu ortaya ¢ikan dogumsal metabolik hastaliklar CDG olarak tammlanir. CDG'’lerde ya
glikokonjugatin glikan (oligosakkarit) kismimin sentezi ya da makromolekile aktarimi
bozuktur. Bu hastaliklarin klinik fenotipleri genis bir yelpaze gosterir, basta normal beyin
gelisimi ve islevleri olmak Uzere sinir sistemi, gastrointestinal ve immun sistem etkilenir.
CDG ' lerin cogu heterojen klinik tablolar ile ortaya gikabilen multisistemik hastaliklardir (5).

N-Glikozilasyon bozukluklari CDG-I ve CDG-Il olmak Uzere iki ana gruba ayrilir.
CDG-| oligosakkaritin bir araya gelme ve proteine eklenme asamasindaki defekt sonucu,
CDG-1l ise islemlenme asamasindaki defekt sonucu olusur. Son zamanlarda bazi N-
glikozilasyon bozukluklarinda O-glikozilasyonun da etkilendigi gosterilmistir (5). Simdiye
kadar tamimlanan 16 CDG alt tipinin 12 tanesinde primer olarak N-gilkozilasyonda, 4
tanesinde ise O-glikozilasyonda bozukluk gordlmustir. N-Glikozilasyon bozukluklarimn
sekizi (CDG-la, CDG-1b, CDG-Ic, CDG-1d, CDG-le, CDG-If, CDG-1g, CDG-1h) biraraya
gelme, dordl (CDG-lla, CDG-lIb, CDG-llc, CDG-IId) ise islemlenme asamasindaki defekte
baglidir. Bu hastaliklardan en sik gorilen fosfomannomutaz-2 eksikligine bagli gelisen CDG-
la'dir. Bu grupta tek tedavi edilebilen hastalik ise fosfomannoz-izomeraz eksikligine bagl
gelisen CDG-Ib' dir (mannoz tedavisi). O- Glikozilasyon bozukluklar: ise iki O-ksilozilglikan
(Ehlers-Danlos sendromunun progeroid varyant: ve multipl ekzostoz sendromu) ve iki O-
mannozilglikan (Walker-Warburg sendromu ve kas-goz-beyin hastaligi) defektini igerir.
Multipl ekzostoz sendromu hari¢ ttim bilinen CDG'’ ler otozomal resesif kalitilir (18).

CDG'li hastalarda birgok biyokimyasal test sonucu anormal cikabilir. CDG-la da
anormal karaciger fonksiyon testleri, proteiniri ile beraber disuk plazma kolesterol ve
kolinesteraz aktivitesi gorulebilir. Hipoalbuminemi, yetersiz insilin artisiyla beraber
hipoglisemi, yuksek aminotransferaz aktivitess CDG-lb igin; oransiz aminotransferaz
aktivitesi, artmuig AST, normal ALT dizeyi CDG-II atgruplar: icin tipiktir. Plazma ve
BOS da yuksek glisin diizeyi, trombositopeni ve yiksek plazma ferritini gorulebilir. CDG-
la’ da.amniyotik sivida artmis 3- hekzozaminidaz aktivitesi belirteg olarak kullanilabilir (6).
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CDG tip I'de; dfa-1 antitripsin (aAT), tiroksin baglayici globulin (TBG) ve TRF gibi
glikoproteinlerin izoformlarimin dagilimimin degistigi gosterilmistir. Bu proteinlerin miktar:
genellikle hayatin ilk yillarinda dustktir. Bu durum bir ¢cok pihtilasma faktort ve onlarin
inhibitorleri (F V,XI, I1, X, ATIII, Protein C/S, heparin kofaktor I1) icin de gecerlidir. Tiroid
hormonlar: (T3, T4, rT3) siklikla normalin altindadir. Bu glikoproteinlerin seviyeleri zamanla
artar ve sabitlenir (6).

CDG tamis: genellikle iEF elektroforezinde, TRF izoform analizi ile konulur. Tip 1 ve
tip 2 olmak Uzere iki farkli IEF paterni varchr. Tip 1 patern, di- ve asiyalotransferrin
bandlarinin artisi, tetrasiyalotransferrin bandinin distklugu ile karakterizedir. Tip 2 patern ise
tri- ve monosiyalotransferrin bandlarimin yuksekligi ile karakterizedir (21). CDG-1 olan
hastalarda tip 1 patern, CDG-Il olan hastalarda tip 2 patern gorulur (18). CDG nin alt
tiplerinin tamsinin  konabilmesi igin ise enzim ve mutasyon analizleri gibi ileri tam

yontemlerine ihtiyag duyulur (21).
2.2.2. Kronik Alkol Alim

Kronik alkol tiketimi sonucu (haftada en az birkez 50-80 g/gin alkol) TRF
izoformlarinin dagilimmnin degistigi, CDT'’yi olusturan izoformlarin arttigi gosterilmistir (24).
Bu artis 6lcllt alkol aliminda 1limli diizeydeyken, asir1 alkol aliminda gok yiiksek seviyelere
cikabilir (25).

Yogun akol kullanimi donemlerinde TRF icindeki karbohidrat icerigi (SA, galaktoz,
N-asetilglukozamin) dusmektedir (11). Kronik alkol aliminda CDT'nin artis mekanizmasi
henliz tam anlasilmamakla birlikte etanol veya onun metaboliti olan asetaldehitin, golgide N-
glikan zinciri sentezini etkiledigi disunilmektedir. Stibler ve Borg, alkoliklerin serumunda
galaktozil transferaz  ve  N-asetilglukozaminiltransferaz  aktivitelerinin  azaldigin
gogermislerdir. Orneklere in-vitro asetaldehit eklenmesi enzim aktivitesini  ayrica
dustrmastur (10).

Son 10 yil iginde, CDT alkol kullammini gésteren 6nemli bir belirleyici olmustur (11).
Bunun nedeni y-glutamiltransferaz, aspartat aminotransferaz, glutamat dehidrogenaz gibi
diger belirteclerin sadece belli bir organdaki hastaligi gostermeleri ayrica Ozgullik ve
duyarliliklarinin disuk olmasidir (24). CDT ise kronik alkol alimim degerlendirmede
kullanilan en spesifik laboratuvar belirtecidir (26).
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2.2.3. Protein Glikozilasyonunun Etkilendigi Diger Patolojik Durumlar

Sepsis
Sepsisli hastalarin eritrositlerinin, membran SA igeriklerinin azaldigi gosterilmistir.
Eritrosit membranmindaki SA negatif yukli oldugundan eritrositlerin birbirini itmesini saglar

ve agregasyonu engeller. Sepsisli hastalarda ise membran SA icgerigi azalmasina bagl
eritrositlerin agregabilitelerinin arttigi, deformabilitelerinin azaldigi1 gosterilmistir (27).

Yapillan baska bir calismada ise sepsiste transferrinin hizli desiyalilasyonu
gozlenmistir. Bu durumun siyalik asidi parcalayan enzim olan néraminidaz aktivitesi ya da
Uretiminin artis1 veya tetrasiyalo-TRF ile disiyalo-TRF nin plazmaya salimm hizlarimn farkl
olusuna bagh olabilecegi ileri sUrulmistr. Sepsisli hastalarda SA  azalmasinin
mekanizmasinin anlasilmast igin ileri galismalara ihtiyag vardir (9).

Tedavi Edilmemis Herediter Fruktoz intolerans: ve Galaktozemi

Her iki hastalikta da yiksek CDT duzeyleri gosterilmistir. Bu hastaliklarin tamsindaki
gecikme agir sekellere ve 6lime yol agabileceginden erken tami ¢ok onemlidir. Galaktozemi
taramasinda kuru kan damlasi 6rneginde total galaktoz (galaktoz ve galaktoz 1 fosfat) ve/veya
galaktoz 1 fosfat Uridil transferaz (GALT) enzim aktivites tayini yapilir (28). Herediter
fruktoz intolerans: (HFI) taramasinda ise laboratuvar tam daha glctir. HFI icin, Aldolaz B
gen mutasyon taramast guvenilir bir tam yontemi gibi gorunse de duyarliliginin ¢ok iyi
olmayisi, pahali olusu ve sadece bu mutasyonu tasiyanlari saptayabilmesi bu testin
kullanimint kisitlar (8). Kesin tan icin ise her iki hastalikta da enzim aktivitesinin tayini
gerekir (HFI icin karacigerde aldolaz B , galaktozemi icin eritrositierde GALT enzim
aktivitesi ) (29). Bu nedenle CDT 6lcimi 6nemlidir. Ayrica tedavi sonrast CDT dizeyleri
normale indiginden, tam konmus hastalarin diyete uyumunu degerlendirmede de bu test
kullanilabilir (8).

Tedavi edilmemis galaktozemili hastalarda yapilan, IEF elektroforezi sonucu CDG’li
hastalara benzer anormal paternler gortlmuistir (30, 31). Bu durumun atinda yatan
mekanizma hentiz ¢ozilmemekle birlikte galaktozeminin; N-glikozilasyonun hem bir araya
gelme hem de islemlenme asamasindaki bozukluk sonucu olusan sekonder "dual” bir CDG
oldugu dustntlmektedir (30).

15



Kanser

Kanser ile ilgilenen arastirmacilarin gogu kanser hicrelerinin  yuzeylerindeki
glikoprotein ve diger glikokonjugatlarin yapisindaki degisimlerin metastaz olayinda 6nem
tagidigint disuinmektedir (17).

Serum CDT duzeyinin akolizm tamsi koyma gucunun, hepatoselltler kanserli
hastalarda dusttigti gosterilmistir (32). 2003 yilinda kanser hastalarinda yapilan bir calismada
trisiyalotransferrinin arttigi saptanmis ancak bu artis trisiyalotransferrin ile birlikte go¢ eden
olasilikla sakkarit yapida bir baska maddenin varligina baglanmstir (33).

Romatoid Artrit ve Inflamasyon

Akut ve kronik inflamatuvar durumlarin, birgok glikoproteinin glikozilasyon
paterninde degisiklige yol actigi tammmlanmustir (34). Kronik inflamasyonla seyreden romatoid
artrit, dolasimdaki immunoglobulin G (1gG) molekdllerinin glikozilasyonunun bozulmasi ile
iliskilidir. 1gG'nin Fc bolgesi galaktozdan yoksun kalir ve GIcNAc ile sonlamr. Mannoz-
baglayici protein (MBP), karaciger hucreleri tarafindan sentez edilerek dolasima salinan bir
C-lektin olup mannoz, GIcNAc ve diger baz1 sekerleri baglar. Dolayisiyla agalaktozil 19G
molekullerini de baglayabilir ve bu molekuller daha sonra kompleman sistemini aktive ederek
eklemlerin sinovyal membranlarindaki kronik inflamasyona katkida bulunurlar (17).

2001 yilinda yapilan bir calismada; erkeklerde yiksek CDT dizeylerinin, artmis
romatoid artrit riskiyle birliktelik gosterdigi kanitlanmistir (34). Daha 6nce yapilan birkag
calismada ise romatoid artritli hastalarda, yiuksek sayida SA iceren TRF izoformlarinin artisi
ve buna bagli CDT’ nin dustsu gosterilse de bunun nedeni agiklanamamustir (35, 36).

Anoreksiya Nervoza ve Katabolik Durumla Seyreden Diger Hastaliklar

Katabolik durumla seyreden hastaliklarda da protein glikozilasyonunun etkilendigine
dair yayinlar yapilmis, fakat bu durum hentiz tam acikliga kavusturulmamistir. Y apilan bir
calismada farkli etiyolojilere bagli katabolik sirece girmis hastalarda, serum CDT
duzeylerinin yuksek oldugu ve CDT’ nin bu hasta grubunda alkol alimint degerlendirmek igin
uygun bir belirtec olmadig1 gosterilmistir (14). Yine ayni ekibin 2005 yilinda AN’ li hastalarda
yaptig1 calismada ise CDT artisimin hastaligin prognoz ve ciddiyetiyle iligkili olabilecegi
gogerilmistir (13).
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Katabolik durumlarda olusan keton cisimlerinden biri asetoasetattir. Asetoasetatin, bir
alkol metaboliti olan ve glikozil transferazlari inhibe eden asetaldehite yapisal olarak
benzerligi, katabolik durumlarda CDT artisinin olasi mekanizmasi olarak dusuntlmastur (14).

Baska bir ¢alismada ise AN’de aslinda CDT artisimin olmadigi, bu hatali yiksekligin
0zgullugl ve duyarlilig: distuk yotemlerle calismanin bir sonucu oldugu 6ne strdlmustir (12).

2.3. GLIKOZILASYON PATERNLERINDEKI DEGISIiKLIKLERIN TANIMINDA
" TRANSFERRIN MODEL{"

Glikoprotein sentezinin bozuldugu durumlarda alfa-1 antitripsin (aAT), tiroksin
baglayici globulin (TBG) ve TRF gibi birgok proteinin izoformlarimn dagiliminin degistigi
goserilmistir. Bu glikoproteinler icinde tam amagli kullanima en uygun olan ve en sik analiz
edilen TRF dir. Cunkdit TRF nin glikan yapilar1 tanimlanmis ve glikozilasyon bolgelerinin
sayisi belirlenmistir. Glikozilasyon mekanizmasi ise goreceli olarak daha basittir (6).

2.3.1. Transferrin Y apis ve izoformlar:

Demir (Fe™) icin temel tastyici molekiil olan TRF, 79.600 dalton agirhiginda, yaklasik
% 5.5 oraminda karbohidrat igeren ve tek polipeptid zincirinden olusan bir glikoproteindir.
TRF primer olarak karacigerde sentezlenir, plazma dizeyleri demir yeterliligiyle dizenlenir.
Yart 0mru 8-10 gun olan TRF nin yaklasik yarisi lenf ve BOS gibi ekstrasellller sivilarda
vaskuler kompartmamn disinda bulunur (37). Tek polipeptid zinciri, iki ayri metal iyonu
baglama bolges (biri N-terminal, biri C-terminal bblgede olmak Uzere) ve iki N-bagl
kompleks glikan zinciri olmak Uzere U¢ ayr1 yapisal bolimden olusur. Bu yapi, farkl
patolojik durumlarda belirgin degiskenlik gosterir. Genetik TRF varyantlar1 polipeptid
zincirindeki aminoasitlerin yer degistirmesine bagli olarak meydana gelir. Bilinen en az 38
transferrin varyanti vardir. Fakat bunlardan sadece dort tanesinin prevalanst % 1' i asar.
Beyaz irkta en ¢ok gorulen C (Caucasians) varyantimin 16 alt tipinden TRF-CL'in prevalans
% 95'tir (10, 38). Her TRF molekiilii en fazla iki metal iyonu (tercihen Fe™) baglayabilir.
Organizmanin Fe*® ihtiyacina bagli olarak TRF; demir iyonu baglamayabilir (Fe,-TRF veya
apo-TRF), tek demir iyonu (Fein- veya Feic-TRF) veya iki demir iyonu baglayabilir. Her iki
glikan zincirinin ise dallanma dereceleri "bi-, tri- ve tetraantennary” olmak Uzere farklilik
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gogerebilir ve her biri negatif (-) yukli bir SA molekilu ile sonlamir. Boylece serumda
asiyalotransferrin - (SA  icermeyen) ve siyalotransferrin - (monosiyalotransferrinden
oktasiyalotransferrine kadar) izoformlari olusur. (10).

TRF molekll 3 ayr1 yapisal bolimden olusmasinmin bir sonucu olarak; farkli sayida
SA igerebilir, farkli sayida demir iyonu baglayabilir veya farkli kisilerde c¢esitli TRF
varyantlari1  (polipeptid  zincirinde  farkliliklar) — gordlebilir.  Bu durum TRF
mikroheterojenitesinden sorumludur. Saglikli kisilerde TRF nin bagladigi Fe* iyonu sayisi
kisinin demir ihtiyacina gore degisirken, en sik gorilen varyant TRF-C ve miktar: en ¢ok olan
izoform ise tetrasiyalotransferrindir (Sekil 3) (10).

The quantitatively most important non=CDT isoform.

Sialic- Sialic- Sialic- Sialic-
acid acid  acid acid
Tetrasialo-Feqp-
Transferrin
Fe'
N | | C

Sekil 3. Tetrasiyalo-Feyy- Transferrin (10)

Glikan zincirlerinden birinin veya ikisinin birden yokluguyla olusan; &, mono- ve
disiyalotransferrin iceren gruba ise "karbohidrat: eksik transferrin” denir (15). CDT bilimsel
literatirde ilk kez 1976 yilinda Stibler ve Kjellin tarafindan, alkoliklerin serum ve BOS
larinda rapor edilmistir (16). CDT'nin fizyolojik rolt hentiz tam bilinmemekle birlikte,
intraselluler migrasyon ile iliskili oldugu dustntlmektedir (39). Son 10 yil icinde, CDT alkol
kullanimint gosteren dnemli bir belirleyici olmustur. Yogun alkol kullanimi donemlerinde
TRF igindeki karbohidrat icerigi (SA, galaktoz, N-asetilglukozamin) dismektedir (11).

CDT duzeyleri alkol aliminin yam sira cinsiyet, yas, sigara kullanimi, obezite, serum
demir ve instlin dizeyi gibi bir ¢cok faktdrden etkilenebilir. Fakat bu durumlarin hicbirinde
CDT duzeyi esik degerin Gzerine gikmaz (14).
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2.3.2. Transferrin izoformlarinin Analizi

TRF izoform analizinde kullamlan yontemlerin cogu kromatografi ve elektroforez
esasina dayanir (40). Ozellikle birgok klinik durumlailiskili olan CDT izoformlar: icin ilk kez
tanmmlandiklar1 1976 yilindan bu yana ¢esitli analiz metotlart yayinlanmistir. Glntimtizde
halen CDT’ye spesifik kimyasal reaksiyonlarin ve antikorlarin mevcut olmamasi nedeniyle,
dogru analiz icin CDT’ nin CDT olmayan izoformlardan iyi ayrimina ihtiyag vardir (41).

Bu ayrim; 1EF (38, 42), kapiller elektroforez (CE) (12), kapiller zon elektroforezi
(CZE) (43), yuksek performansli likit kromatografisi (HPLC) (44, 45) ve mikrokolonda
anyon degisim kromatografisi (40) gibi elektroforetik veya kromatografik yontemler ile
saglanabilir. Kromatografik metotlarla kiyaslandiginda elektroforetik yontemler daha yiksek
0zgulluge ve duyarliliga sahiptirler (6). Yine son zamanlarda 6zellikle CDG alt tiplerinin
ayriminda daha duyarli ve 6zgul bir yontem olan kutle spektrometrinin farkli tipleri ["matrix-
assisted laser desorptior/ionization-mass spectrometry (MALDI-MS)", "Surface enhanced
laser desorption/ionization-mass spectrometry (SELDI-MS)", "electrospray ionization-mass
spectrometry (ESI-MS)"] kullamlmaya baglanmistir (6, 46). TRF izoformlarimin analizinde,
yuksek selektivitesi nedeniyle izoelektrik fokuslama elektroforezi referans yontem olarak
kullamlir (15). IEF yontemi ile serum ve plazmadaki normal patern, CDG'li hastalarda
goridlen tip 1 ve tip 2 patern, TRF varyantlarimin oldugu durumlardaki patern birbirinden ayirt
edilebilir (Sekil 4) (47).
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Sekil 4. Transferrin izoform paternleri. Hat 1 ve 6 normal patern, hat 2 ve 3 tip 1 patern, hat 4 ve 5 tip
2 patern, hat 7 TRF protein varyanti, hat 8 normal EDTA’l1 (Etilendiamin tetra asetik asit) plazma
ornegi. Sol taraftaki numaralar transferrin izoformlarimin igerdigi SA sayilarim gosterir (47).

2.4.1ZOELEK TRIK FOKUSLAMA ELEK TROFOREZi

Izoelektrik fokuslama elektroforezinin kullammu proteinler, enzimler ve peptidler gibi
yukli molekillerle sinirlidir. Bunlar aym zamanda amfoterik molekdllerdir. Proteinin net
yukint belirlemede, aminoasit yan zincirlerinin pozitif ve negatif yiklerinin toplam ve g
boyutlu konfigiirasyonlar: onemlidir. Ornegin karboksil yan grubu tasiyan aminoasitler, diisik
pH degerlerinde notral, yiksek pH degerlerinde negatif yukliyken, imidazol grubu tasiyan
aminoasitler ise disik pH degerlerinde pozitif yuklli, yiksek pH degerlerinde notraldirler.
Gliko ve nukleoproteinler gibi kompleks proteinlerin yikleri ise yapilarindaki seker ya da
nikleik asitlerden etkilenir (48).

Y ontemin prensibi, proteinlerin uygun pH gradiyenti iginde izoelektrik noktalarina
(pl) es deger bolgeye ulasincaya kadar gog etmeleri ve o noktada keskin bir bant
olusturmalaridir (bir baska deyisle kendi pl’larinda odaklanmalarichr). Izoelektrik noktada
proteinin net yukd "sifir" olur ve gog durur (49).

Bir protein karisimi pH gradiyenti icinde bir noktaya uygulandiginda, her protein
farklt yuklenir (48). Proteinler, izoelektrik pH’larinin altinda pozitif olarak yUkludur ve sabit
pH’l1 bir ortamda negatif yiiklii elektroda (katoda) dogru goc eder. izoelektrik noktalarinin
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Ustuindeki pH’larda ise, proteinler proton kaybeder, negatif yuklu hale gecer ve pozitif yiklu
elektroda (anoda) dogru goc¢ eder (50). Proteinlerin gocu, her biri kendi izoelektrik noktasina
ulasincaya kadar sirer (48). iki proteinin IEF de ayrilabilmeleri icin izoelektrik noktalari
arasinda en az 0.02 pH unitesi fark olmast gerekir (49).

Izoelektrik fokuslama yontemi bir "end-point” metotdur. Bunun anlami; protein
izoelektrik noktasina ulastiginda zamandan bagimsiz olarak o noktada sabit kalir. Bu
odaklanma etkisi sayesinde keskin protein zonlar: ve yiksek rezoliisyon elde edilir (48).

Izoelektrik fokuslama elektroforezinde hem poliakrilamid jel hem de agaroz jel
kullanilabilir. Poliakrilamid jel, agaroz jele oranla daha iyi ayrim saglar; ¢linkd ayrilma hem
molekuler eleklemeye hem de elektroforetik harekete dayanir (50). Poliakrilamid jelin
dezavantaj1 ise akrilamid monomerinin ndrotoksin olusu ve jellerin uygun kalinlik ve icerikte
hazirlanmasinmn guglugudur (48).

Agaroz jelin kullanmmimin avantajlari; porlarimin poliakrilamid jelden daha genis
olmasi ve dolayisiyla 500 kDA’ dan daha biiytik makromoleklleri bile ayrilabilmesi, ayrim ve
boyanma zamanminin kisa olmasi ve komponentlerinin toksk olmamasidir. Agoroz jelin
dezavantaj1 ise poliakrilamid jelden daha gliclU elektroendozmosis etkisinin olmasidir (48).

IEF elektroforezinde, protein géciinii saglayan temel kosul jeldeki pH gradiyentidir.
Bu pH gradiyenti, jele sonradan ilave edilen serbest tasiyici amfolitlerle olusturulabilecegi
gibi pH gradiyentli olarak hazirlanmis jeller (immobilize pH gradiyenti) dogrudan da
kullanilabilir. Serbest tasiyici amfolitlerle olusturulan pH gradiyentinde, bir grup amfoterik
poliaminokarboksilik asit olan tasiyici amfolitler kullamlir (49). Bu bilesikler kendi pl
degerlerinde; yuksek tamponlama kapasitesi ve ¢ozunirlige, aym zamanda iyi ve dizenli bir
iletkenlige sahiptiler. Molekul agirhiklart disuktir ve biyolojik etkileri yoktur (48). pKa
degerleri arasinda ise ¢ok az fark vardir (49).

Farkli sayida (50 ila 100) amfolit karisimi ortama eklendiginde, her bir amfolit,
elektroforez esnasinda kendi pl degerine ulasincaya kadar go¢ eder ve boylece natural pH
gradiyenti olusur. En distk pl’ya sahip olan amfolitler anoda, en yiksek pl’ya sahip olan
amfolitler katoda dogru goc¢ eder. Diger tasiyict amfolitler ise pl’larina uyumlu olarak
dizilirler ve gevrelerindeki pH’y1 olustururlar (49).
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Calismada kullanillacak amfolit karisim segilirken, ayrilmasi istenen proteinlerin
pl'lart g6z ©Onunde bulundurulur. Ayrim genis bir pH arahiginda (6rnegin pH 3-10)
yapilabilecegi gibi, daha dar bir alanda da (6rnegin pH 4-5) gergeklestirilebilir (50). Dar pH
aralig1 genellikle yiksek rezoltsyon istendiginde tercih edilmelidir (48).

Immobilize pH gradiyenti, tasiyict amfolitlerin birtakim kisithliklarindan dolay,
rezolisyonu ve uretkenligi arttirmak igin alternatif bir teknik olarak gelistirilmistir (48, 49).
Gradiyent tamponlanmis akrilamid tirevleri ile olusturulur; immobilinler poliakrilamid jelde
akrilamid monomerlerinin ko-polimerizasyonuyla olusur. Immobilinler, pKa degerleriyle
tammlanan zayif asit ve bazlardir. istenilen pH degerinde tamponlamanin olabilmesi icin biri
asit digeri baz olmak Uzere en az iki immobilin gereklidir. Jelin immobilinlerle
polimerizasyonu esnasinda istenilen pH degeri, karisimdaki immobilin oranlariyla ayarlanir.
Immobilin oranlarimin siirekli degistirilmesiyle pH gradiyenti elde edilir (48). immobilize pH
gradiyenti, tasiyici amfolitlerle olusturulan gradiyente gore; yuksek rezolisyon, katodik
kaymanin olmayisi, degismeyen diizenli iletkenlik ve tamponlama kapasitesi, kontrolll iyonik
guc gibi birgok avantgja sahiptir (51).

IEF icin 1s1 kontroliniin saglanmasi ve etkin sogutma yapilmas: 6nemlidir. IEF
isleminde keskin bantlar elde edilebilmesi icin elektriksel alan gicinin yiksek olmasi
gerekir. Bu nedenle yeterli voltaji saglayabilen ve cok fazli bir IEF protokoliinii otomatik
olarak programlayabilen bir gui¢ kaynagi kullanilir (52).

2.5. MALNUTRISYON
2.5.1. Tammi ve GOrilme Sikhgi

Malnutrisyon, bir ya da daha fazla besin 6gesinin vicudun fizyolojik ve metabolik
dengesini bozacak sekilde yetersiz veya fazla alinmasi sonucunda ortaya ¢ikan patolojik
tablolara verilen ortak isimdir (53). Enerji, protein ve diger spesifik besinlerin alimindaki
dengesizlikle tetiklenen bu stireg, erken donemde metabolik ve fonksiyonel degisikliklere, geg
donemde ise antropometrik degisikliklere yol agar (54). Cocukluk yas grubunda’
malnutrisyon” terimi yetersiz beslenmeyi ifade etmek igin yaygin olarak kullamlmaktadir.
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Tezin bundan sonraki boluminde malnutrisyon yetersiz beslenmeyi tamumlamak igin
kullanilacaktr.

Dunya Saglhik Orgitunin (WHO) verilerine gore en sik 6 ay-5 yas arasi gocuklarda
gorilmektedir. Malnutrisyon Ozellikle gelismekte olan dlkeler icin en 6nemli saglik
problemlerinin basinda gelmektedir (Tablo 1). 2000-2002 yillar1 arasinda yapilan bir
calismada, 815 milyonu gelismekte olan llkelerde olmak Uizere diinyada yaklasik 852 milyon
insanin bu sorunlakars: karsiya oldugu gosterilmistir (55).

Tablo 1. Gelismekte olan Ulkelerde 5 yas alti cocuklarda protein enerji malnutrisyonunun prevalansi, 1995 (55)

Bolge "stunting” * "underweight" ** Wasting' ***
Afrika 39 28 8

Asya 41 35 10
Latin Amerikave 18 10 3
Karayipler

Okyanusya 31 23 5

* Stunting; boya gore agirlik oram normal e yakinken boy kaybi
** Underweight; yasa gore agirligik kaybr
*** Wasting ise yasa gore boy orami normaken kilo kaybi

2.5.2. Etiyolojik Faktorler

Dusuk dogum agirligi, maternal malnutrisyon, spesifik besin eksiklikleri (iyot, A
vitamini, demir, ¢inko), diyare, enfeksiyon hastaliklari, kronik hastaliklar, yetersiz beslenme,
ekonomik kisitliliklar, kentlesme gibi bircok nedene bagli olarak gelisebilir (56).
Malnutrisyon morbidite ve mortaliteyi arttirabilen kotl sonucglara neden olsa da besin destegi
ile geri dondurilebildiginden beslenmenin dogru degerlendirilmesi gok 6nemlidir (54).
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2.5.3. Degerlendirme Y 6ntemleri

Beslenmenin degerlendirilmesinde giinimiizde halen altin standart bir yontem yoktur.
Beslenme durumunun tamsimt dogru koyabilmek ve tedavisini planlayip izlemek igin
antropometrik  6lgcimlerden, biyokimyasal belirteclerden veya bu yontemlerin cesitli
kombinasyonlarindan yararlanilir (57). Bu kombinasyonlardan en sik kullamlanlars; detayl
nutrisyonel degerlendirme (DNA), prognostik inflamatuar ve nutrisyon indeksi (PINI) ve
subjektif global degerlendirmedir (SGA). DNA yonteminde agirlik, lenfosit sayimi, serum
albumin ve kolesterol konsantrasyonu, vicut kitle indeksi gibi bircok parametre birlikte
degerlendirilirken PINI’de abumin, e 1-asitglikoprotein ve CRP o6lcimi ile indeks
hesaplanir. SGA ise fizik muayene, hastanin gastrointestinal semptomlari, beslenme dykuisi,
hastaliginin evresi ve fonksiyonel durumu ile belirlenen klinik bir degerlendirme yontemidir
(58).

2.5.3.1. Nutrisyonel Antropometrik Y ontemler

Hastalarin  hastaneye geliste beslenme durumlarina gore siniflandirilmasinda
kullanilan basit bir degerlendirme yontemidir. Antropometrik oOlgimlerin  biyokimyasal
belirteclerin aksine her yas araligina uygun standardize degerleri vardir (59).

Antropometrik degerlendirmede kullanilan parametreler (59, 60)

Vicut agirhigt

Boy uzunlugu

Bas cevresi

Vicut kitle indeksi

Triseps deri kivrim kalinlig:
Ortakol ¢evresi 6lgiimu

Cocuklarda biiytime ve gelismeyi degerlendirirken bu parametrelerden sadece viicut
agirhgint baz almak yerine ¢ocugun boyunu ve yasimi da g6z Oninde bulundurmak daha
uygun olur. Bu nedenle parametreler kombine edilerek antropometrik indeksler olusturulur.

24



Bu indekslerden en sik kullanilanlar1 "yasa gore agilik", "boya gore agirlik " ve "yasa gore
boy" dur (61).

Malnutrisyon siddetinin degerlendirilmesinde "Gomez" ve "Waterlow" kriterleri en
yaygin kullanilan simiflamalardir (Tablo 2) (62, 63). "Gomez" tarafindan yapilan simiflamada,
malnutrisyon, yasa gore agirlik baz alinarak; hafif, orta ve agir olarak siniflandirilmistir (64).
Ancak gunumizde boyu da icine aldigi ve kronik malnutrisyonu da gosterdiginden "
Waterlow" siniflamasi daha ¢ok kullamimaktadir . "Waterlow" siniflamasinda malnutrisyon;
yasa gore boy ve boya gore agirlik oranlar1 kullamlarak "wasting” ve "stunding” olarak iki
gruba ayrilmistir. "Wasting " yasa gore boy oram normalken kilo kaybini ve akut beslenme
yetersizligini; "stunding” boya goére agirlik orami normale yakinken boy kaybim ve kronik
beslenme yetersizligini gostermektedir. "Waterlow" kriterleri kullanilarak malnutrisyon;
siddetine gore hafif, orta ve agir, baslangic sekline gore ise akut ve kronik olarak
siniflandirilabilir. Boya gore agirlik (BGA); cocugun agirliginin boyunun 50 persentilde
olmasi gereken standart agirliga bolinmesiyle bulunur. Yasa gore agirlik ise gocugun
agirhiginin, aym yas ve cinste 50 persentilde olmasi gereken standart agirliga bélinmesiyle
bulunur. Bu degerlere biyumenin takibinde kullamilan blyime egrileri ve persentil
cizelgelerinden ulasilir (63).

Tablo 2. Malnutrisyonda kullanilan "Gomez" ve "Waterlow" Siniflamalar: (63)

"GOMEZ" SINIFLAMASI "WATERLOW" SINIFLAMASI
MALNUTRISYONUN
DERECESI Yasa gore medyan agirlik | CoYa-doremedyan | Yasa gore medyan
izdesi agirhik yizdesi boy ylzdesi
y (akut) (kronik)
NORMAL 90-110 90-110 >95
HAFIF 75-89 80-89 90-94
ORTA 60-74 70-79 85-89
AGIR <60 <70 <85
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2.5.3.2. Biyokimyasal Belirtegler

Laboratuvar arastirmalar: 0zellikle spesifik besin eksikliklerinin tamsinda (6rnegin iz
elementler), besin desteginin yeterliligini izlemede, metabolik komplikasyonlar:1 saptamada
degerlidir. Malnutrisyonlu hastalarda immun fonksiyonlarin baskilanmasi, zayif yara
iyilesmesi, kas fonksiyonlarimin zayiflamasi gibi morbidite ve mortaliteyi arttiran
komplikasyonlara rastlanabilir (65). Karaciger proteinlerinin hastalarin beslenme durumunu
degerlendirmekten cok mortalite ve morbiditeyi gostermede ve besin destegiyle iyilesme
stirecinin takibinde faydal1 oldugunu gosteren calismalar vardir (66).

Malnutrisyonun degerlendirilmesinde albumin, prealbumin, retinol baglayici protein
(RBP), IGF-1, TRF gibi plazma proteinleri, esansiyel yag asitleri, vitaminler (67), ¢inko,
bakir, demir gibi eser elementler (68), elektrolitler, trigliserit dizeyi (62), hemoglobin,
hematokrit dlgiimleri ve tam kan hticre sayimi (53) kullanilabilir.

Ideal bir protein-enerji belirtecinden beklenen 6zellikler (69):

Biyolojik yar1 dmri kisa olmal
Kolay elde edilebilir vicut sivilarinda bulunmali
Homeostatik diizenlenmesi sinirli ve katabolizma hizi sabit olmal1

Patolojik durumlardan etkilenmesi en az diizeyde olmal1

Prealbumin (Transtiretin)

54,98 kDa agirliginda, globuler ve glikozile olmayan bir proteindir (70). "Turn-over"
hizi yoksektir, yart 0mr 2,5 gunddr. Yart 6mrdnin kisa olmasi nedeniyle plazma
konsantrasyonlart son zamanlardaki besin alimim yansitir (65). Triptofan igeriginin fazla
olmast ve yapisindaki esansiyel/esansiyel olmayan aminoasit oranimn yiksek olmasi
nedeniyle diyetle alinan proteinin  kalitess hakkinda bilgi verir. Protein-enerji
mal nutrisyonunda plazma konsantrasyonu duserken beslenme ile tekrar yikselir (69).
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Prealbuminin dolasimdaki dizeyleri, tasidigi ve ligandi olan tiroksin ve 6zellikle
trilyodotironin dizeylerinden etkilenir. Bu nedenle dolasimdaki T3 dizeylerinin azaldig:
durumlarda (hipotiroidizm gibi) prealbuminin bir besin belirteci olarak kullanilmasi uygun
degildir. Plazmada RBP ile kompleks olusturarak RBP' nin glomeruler filtrasyon sonucu
kaybim Onler (69). Plazma konsantrasyonu akut faz reaksiyonunda, ekstravaskuler
kompartmana gegisin artmasi nedeniyle diiser. inflamasyon, travma, malignite, doku nekrozu
gibi akut faz reaksiyonuna yol agacak ciddi klinik durumlarda kullammi uygun degildir (54).

Sonug olarak prealbumin bircok durumdan etkilense de beslenme durumundaki erken
donem degisikliklerle yakindan iligkili oldugu icin faydali bir malnutrisyon belirtecidir.
Kapsamli ve zaman alict malnutrisyon degerlendirmelerinin yapilamayacagi durumlarda
kullanimi uygun ve guvenilir bir testtir. Duyarlilik ve 0Ozgulliginun yiksek oldugu
gogerilmistir (58).

insiilin Benzeri Bilyiime Faktorii-1

Somatomedin C olarak da bilinen IGF-1, aminoasit dizilimi instiline oldukga benzeyen
polipeptit yapida bir hormondur. Dolasimdaki IGF-1'in blydk bir kismi karacigerden
kaynaklanmaktadir (69). Yar1 6mru 2-8 saat gibi oldukga kisa bir siredir (71). Plazma
konsantrasyonu, biyume hormonu dizeylerinden ve beslenme durumundan etkilenir (65).
Malnutrisyonlu hastalarda serum diizeylerinin dustigt ve iyi bir biyokimyasal belirteg oldugu
gogerilmistir (72). Duyarl bir beslenme belirteci olmasina ragmen referans araliginin yagla
ve cinsiyetle degismesi sonuglarin yorumlanmasini guiclestirir (65).

Cinko

Bircok enzimin fonksiyon gosterebilmesi igin gerekli olan ¢inko, DNA ve RNA
sentezini iceren ¢ok sayida metabolik stirecte de rol alir. Bu nedenle ¢inko eksikligi gen
ekspresyonu, protein sentezi, iskelet bilytmesi, gonad gelisimi, istah ve imminite gibi birgok
biyolojik fonksiyonu etkiler. Notrofiller ve doga oldirtct hiicreler gibi spesifik olmayan
immuniteyi dizenleyen hticrelerin fonksiyonunda merkezi rol oynar (55).

Orta ve agir siddetteki malnutrisyonda ¢inko, bakir, demir gibi eser elementlerin
nutrisyonal eksikliklerine sik rastlamir (73). Cinko eksikligi genellikle ytksek fitat ve lifli,
dusuk proteinli beslenme ya da kancali kurt ve sistomiyazis gibi parazitik enfeksiyonlar
sonucu olusur (74). Ayrica cocukluk caginda malnutrisyona yol acan diyare, anne sitl
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eksikligi ve tekrarlayan respiratuvar sistem enfeksiyonlar: gibi durumlar da ginko eksikligine
sebep olur. Malnutrisyonlu ¢ocuklarda gorulen anemi ve hipoproteinemiye siklikla serum
dustik ginko diuizeyi de eslik eder (75).

Demir / Total Demir Baglama K apasitesi

Demir eksikligi yetersiz beslenme, artmis ihtiyag (gebelik, erken cocukluk dénemi
vb.) ve parazitik enfeksiyonlara bagli kronik kayip sonucu gelisebilir. Vicutta hemoglobin,
miyoglobin ve gssitli enzimlerin yapisinda bulunan demirin eksikligi sonucu biyume geriligi,
kognitif bozukluklar ve anemi gelisebilir (55). Demir eksikligi anemisi, ¢cocuklarda gorulen
beslenme problemlerinin baslica sebeplerinden biridir. Serum demir dizeyi distkligl disinda
laboratuvar bulgular: arasinda diisUk transferrrin saturasyonu ve demir baglama kapasitesi de
yer air (53).

Cocuklarda demirin lineer buyumeye etkisini arastiran birgok ¢alisma vardir. Demir
tedavisinin lineer buyime uzerine olan olumlu etkisinin sadece anemisi olan gocuklarla sinirl

oldugu gosterilmistir (74).

Total demir baglama kapasitesi ise (serumdaki demir baglayan gruplarin neredeyse
tamaminin transferrin Uzerinde bulunmasindan dolayr) aynm zamanda kandaki transferrin
miktarimin dolayli yoldan bir oOlgutidir. Serum TDBK dulzeyi gebelik, oral kontraseptif
kullamm ve demir eksikliginde artarken enfeksiyon, malignite gibi kronik enflamatuar
durumlarda azalmaktadir (76).

Ferritin

Kiresel bir protein olan ferritin; yirmidort altbirimden olusan bir apoferritin kabuga ve
bir de i¢ kisminda demir-I11-oksihidroksit kristal c¢ekirdege sahiptir. Apoferritin yaklasik
445.000 dalton agirliginda iken demir ile doymus proteinin agirligi en ¢ok 900.000 daltondur.
Vicut depo demirinin yaklasik Ggte ikisini olusturur. Depo demirinin ¢ozundr seklidir (77).
VUcuttaki demir deposu ile serum ferritin diizeyi yiksek oranda korelasyon gosterir. Saglikli
kisilerde demir durumunu degerlendirmek icin kullamlan en duyarl: indekstir (53, 67).

Transferrin

Demir (Fe*®) icin temel tasiyici molekiil olan TRF, 79.600 dalton agirhginda bir

glikoproteindir (37). Protein enerji dengesinin duyarli bir belirteci ve prognostik bir
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gogtergesidir. Yar1 6mrt 8- 10 gundir (69).

3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. ARAC VE GERECLER

3.1.1. Cihazlar
Tablo 3. Cihazlar
Cihaz Adh Marka/’Y ontem Model/ K atalog no. Uretici Firma
Otoanalizor Architect C8000 Abbott Diag., USA
Otoanalizor Architect C16000 Abbott Diag., USA
Otoanalizor Immulite 2500 SiemensDiag., USA
Elektroforez Unites GE Hedlthcare Multiphor 11 /18-1018-06 | GE Healthcare,isveg
Elektroforez Unites GE Hedlthcare Phastsystem /18-1018-24 | GE Healthcare, Isveg
Gor intl tarayic GE Hedlthcare Image Scanner 11/18- | GE Hedlthcare, isveg
1170-84
Giic kaynag GE Healthcare EPS 3501 XL/18-1130-32 | GE Healthcare, Isveg
Su banyosu GE Headlthcare Multitemp 111/18-1102-78 | GE Healthcare, Isveg
Saf su cihaz Milipore Mili-Q ZLX55003Y Hettich Co, Almanya
Santrif(j Heraeus Biofuge stratos Heraeus, Almanya
Otomatik pipet Eppendorf Eppendorf Research Eppendorf, USA
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3.1.2. Kimyasallar ve Diger Sarf M alzemeleri

Tablo 4. Kimyasallar ve diger sarf malzemeleri

Kimyasal / Sarf Malzeme | Markas Kimyasal / Sarf Malzeme | Markas

Adi Adi

Sodyum klortr Sigma S-7653 Glutardial dehit Merck 104239

Tris(2-Amino-2- Merck 83822002 642 Sodyum karbonat Riedel-de Has n 13418

hydroxymethyl-propane-

1,3-diol)

Trikloroasetik asit (TCA) Sigma T-8657 EDTA Fluka 03680

Potasyum hidroksit (KOH) | Carlo Erba 1310-58-3 Gumus nitrat Fluka 85228

Asetik ast Sigma-aldrich 27225 Gliserol Uparc 07921002

Formaldehit Sigma F-1635 Etanol Riedel-de Hae n 32221

Ferrik sitrat monohidrat Fluka 44941 Sllfarik asit Carlo Erba 7664-93-9

"Coomassie brilliant blue | Amresco 6104-58-1 Sodyum bikarbonat Merck K36375029 635

G 250" protein boyasi

(CBB G250)

"Mineral oil" GE Healthcare "Bovine" Serum albumin Sigma A 7284

(Drystrip cover fluid) 17-13350-01 Soltisyonu

% CDT-TIA Kontrol Seti Recipe 21082 "Sample well stamp” GE Healthcare 18-0097-01
(6rnek kuyucuk kalibr)

"Polyclonal rabbit anti- Dako A0061 "Pharmalyte" sol iisyonu GE Healthcare 17-0453-01

human TRF" Antikoru

(pH 5-8)

"PhastGel" 1EF 4-6.5

GE Healthcare 17-0544-01

Noéraminidaz

Fluka 72197

"Immohbiline dry plate"
pH 4-7 )

GE Healthcare 80-1128-28

8x 0.5 uL aplikator

GE Healthcare 18-1617-01
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3.2. ORNEKLERIN TOPLANMAS| VE SAKLANMASI
3.2.1. Olgularin Segimi

Calismaya Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF) Cocuk Gastroenteroloji
ve Beslenme Poliklinigine zayiflik yakinmasi ile getirilen, dykusiinde beslenme bozuklugu
veya kronik ishali olan, 6 ay -5 yas arasi 42 ¢cocuk alindi. Kontrol gubu ise hasta grubuyla yas
ve cinsiyet olarak benzer olan, rutin saglik kontroli igin gocuk poliklinigine getirilen 30
saglikli gocuktan olusturuldu. Calismaya dahil edilen tim kontrol ve hastalarin velilerine
bilgilendirme formu okutularak bilgi verildikten sonra onam formu imzalatild: (sirasiyla EK 1
ve2).

Malnutrisyonun tamsi "Waterlow" siniflamasina gore hastalarin "boya gore agirlik”
degerleri kullamlarak kondu. Her ¢cocugun boy ve vicut agirligi 6l¢ildi. Boy uzunlugunun
hangi ayin 50 persentil boy uzunlugu degerine karsilik geldigi ve ardindan o ayin 50
persentildeki vicut agirlig: (kg) bulundu. Cocugun gercek viicut agirliginin bulunan bu degere
oram % 90'1n altinda ise akut malnutrisyon tamsi kondu. Malnutrisyonun siddetine gore
hastalar; hafif, orta ve agir malnutrisyonlu olmak tzere g gruba ayrild.

4 N

Cocugun agirlig: (kg)

Boya gore agirlik (BGA) (%)= X 100

Cocugun boyuna 50. persentilde karsilik gelen viicut agirlig: (kg)

Kronik hastaligi (kronik akciger hastaligi, karaciger hastaligi, tekrarlayan idrar yolu

enfeksiyonu, metabolik hastaligi) olan ve kan alimi sirasinda akut enfeksiyonu olan gocuklar
calismaya dahil edilmedi.

31



3.2.2. Orneklerin Toplanmas ve Saklanmas

Hasta ve kontrollerden bir kez kan érnegi alindi. Kan alimi DEUTF Hastanesi Merkez
Laboratuvar: kan alma tinitesinde gerceklestirildi. Ornekler hastalarin periferik venlerinden 10
mL’lik kirmizi kapakli tiplere alindi. Kan 6rnekleri yarim saat icinde 1500 g’'de 10 dk
santrif(j edilerek serumlar: ayrildi. Her biri 50 pL olmak Uzere 5 ependorfa boltindikten
sonra geri kalan serum ornegi baska bir ependorfa konularak tim érnekler calisilacaklar: giine
kadar -70 °C’ de saklandh.

3.3. TRANSFERRIN iZOFORMLARININ iEF YONTEMI iLE ANALiZi

Y 6ntemin prensibi, proteinlerin uygun pH gradiyenti icinde izoelektrik noktalarina es
deger bolgeye ulasincaya kadar go¢ etmeleri ve o noktada keskin bir bant olusturmalaridir.
Ornek, pH gradiyenti icinde bir noktaya uygulandiginda, farkli TRF izoformlar1 bu pH
araliginda farkl: yiklenirler. izoformlar bu pH gradiyenti icinde proton kaybedip negatif
yiklu hale geger ve pozitif yiikliu elektroda (anoda) dogru goc eder. izoformlarin gogli, her
biri kendi izoelektrik noktalarina ulasincaya kadar siirer.

Calismamizda tim kontrol ve hasta grubunun 6rnekleri "Multiphor I1" elektroforez
cihazi ile immobilize gradiyentli jeller kullanilarak analiz edildi. Bunun yam sira yontem
degerlendirme asamasinda, pH gradiyentinin amfolit karisimi ile olusturuldugu jellerin
kullanmildig1 "Phast" Sistem ile karsilastirma yapildi. Bu iki cihaz da aym yontemle ¢alismakla
beraber "Phast" Sistem, "Multiphor 1" cihazina gore daha otomatize, cok az 6rnek volumuiyle

calisilabilen ve en dnemlisi kisa stirede ¢ok 6rnek analiz edebilen bir cihazdir.
3.3.L.YONTEM DEGERLENDIiRME

Laboratuvarimizda yeni bir cihaz olan "Multiphor 11" cihaz1 ve yine ayni yontemle
calisan fakat daha hizl1 ve otomatize bir cihaz olan "Phast" Sistemde; performans dlcitleri
(tekrarlanabilirlik ve dogruluk) incelendi.
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Bu iki cihaz arasi yapilacak olan karsilastirmada, kesinligi degerlendirmek icin her iki
cihazda jelici ("Phast" Sistem ile n=8, "Multiphor II" cihaz1 ile n=7) ve jellerarasi
tekrarlanabilirlik ("Phast" Sistem ile n=10, "Multiphor 11" cihaz: ile n=20) degerlendirildi. Bu
analizler iki farkli dizey ticari kontrol materyali ile gerceklestirildi. Dogrulugu
degerlendirmek icin de aynmi kontrol materyali ile yapilan analizler kullanildi. "Multiphor 11"
cihazinda negatif kontrol olarak icinde herhangi bir transferrin izoformu bulunmayan
"bovine" serum albumini kullanildi. Ayrica 10 malnutrisyonlu ¢ocuktan, 10 CDG suphesi
olan gocuktan ve 20 saglikl1 kontrol olgusundan alinan toplam 40 olguya ait kan ornekleri her
iki sistem ile analiz edilerek yontem karsilastirma yapildi.

3.3.2. IEF Yontemi ile "Multiphor 11" Elektroforez Cihazinda Transferrin

izoformlarinin Analizi

Bu yontemde pH degeri 4.0-7.0 olan immobilize kuru plak jel kullanildi. Jel,
rehidrasyonun arcindan (yuksek volta) uygulandigi icin) 1sist 15°C'ye kadar duslrilen
seramik tablanin  Uzerine yerlestirilerek, prefokuslama ve ardindan ©6rnek ekimi
gerceklestirildi. Ekim oncesi serum oOrnekleri demir ile doyurularak tim izoformlarin Fe
o TRF haline gelmesi saglandi. Y iksek voltgj altinda IEF islemi tamamlandiktan sonra anti-
TRF antikoru ile bantlarin immunopresipitasyonu saglandi. Boyama islemi CBB G250
protein boyasi ile manual olarak gergeklestirildi (78-82).

3.3.2.1. Olgiim Oncesi Hazr hiklar
Reaktifler

Hidrasyon gozeltisi: 10-12 mg Tris, 40 mL saf su iginde ¢ozuldi. Uzerine 10
mL % 87’ lik giserol eklendi. Manyet yardimiyla karstirildi.

% 0,6'hk BSA ¢ozeltis (" bovine" serum albumini): % 30'luk BSA ¢ozeltisi
bes kez serum fizyolojik (SF) ile diltie edildi. Daha sonra on kez hidrasyon
swvisi ile dilue edildi.

0.5 M Sodyum bikarbonat (NaHCOs) ¢ozeltisi: 2,1 g NaHCOs, 50 mL saf su
icinde ¢ozuldu.
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10 mM Fe™ sitrat cozeltisi: 26,2 mg Fe™ sitrat 2 mL saf suda 1s1 yardimiyla

¢Ozuldu. Saf su ilave edilerek 10 mL’ye tamamland.

Serum fizyolojik: 9 g NaCl, 1 L saf suda ¢ozildu (0.15 M).

Boyama cozeltis:

Ornek hazir g

@ 1 g CBB G 250 boyasi, 0,5 L saf suda 5 dakika ¢ok iyi karistirilarak

cozulda.
26.5 mL konsantre stilfurik asit, 473,5 mL saf su igine eklendi.

Dilue slilfurik asit, bir onceki basamakta hazirladigimiz soltisyona
eklendi. 5 dakika manyet yardimi ile karistirildi.

Elde edilen sollisyon en az 3 saat bekletildikten sonra filtre edilip 900
mL’si alinds.

PH'st 7.0 + 0.2 olacak sekilde icine 90 ila 100 mL 10 M KOH ilave
edildi.

125 g trikloroasetik asit (TCA) Uzerine ¢Ozelti eklendi. Hazirlamilan
boya ¢ozeltisi 5-7 guin bekletildikten sonra ancak kullanima uygun hale
geldi.

Kullanmadan 6nce her porsiyon (bir ¢alisma icin ~ 120 mL gerekir),
berrak bir ¢ozelti elde etmek icin filtre edildi.

50 pL serum, 3 pL 0,5 M NaHCOs, 3 uL 10 mM Fe™ sitrat ve 444 pL hidrasyon
¢Ozeltisi karistirildi. Hazirlanan Ornekler ekim yapmadan once 2 dakika 1500 g'de

santrifiij edildi.

3.3.2.2. iEF Basamaklari

Jel On Hazirhg
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Ekim yapacagimiz 6rnek sayisina gore uygun miktarda jel kesildi (her bir 6rnek icin 1
cm jele gereksinim vardir; 8 6rnek= 8 cm jel). Kalan jel - 20°C’ de saklandh.

Hidrasyon sivisindan uygun miktarda (1cm jel igin 0,5 ml olacak sekilde) alindi ve
cam bagetle tim jelin Uzerine yayildi. Jel 16 saat horizontal diizlemde tutularak
hidrate edildi.

16 saat sonunda jel pensle kurutma kagidi Gzerine alindi ve kenarlarinda kalan
fazla hidrasyon sivist ikinci bir kurutma kagich yardimiyla alindi.

Her Ornek icgin bir cm olacak sekilde 2 adet strip kesildi (6rn. 8 adet 6rnek
calisilacak ise sekizer cmv’'lik 2 strip). Stripler icinde saf su olan bir kaba daldirilip
1slatildi.

Her ornek icin 50 pL olacak sekilde uygun miktarda "lamb oil" elektroforez
tablasinin tam ortasina koyulup hafifge yayildi. Jel, pens yardimiyla tim ylzeyi
temas edecek sekilde elektroforez tablasinin Gzerine yerlestirildi.

Saf su ile 1slatilan stripler, kurutma kagidh yardimiyla fazla suyu aldirilarak hafif
nemli hale getirildi. Jelin iki ucuna; anoda ve katoda yerlestirildi.

Elektrotlar: iceren cam, elektrotlar striplere temas edecek sekilde jelin Gzerine

yerlestirildi ve elektrotlar guic kaynagina bagland.

Su banyosundan gelen elektroforez tablosunu sogutacak suyun sicakligi 15 °C’'ye

ayarland.

izoelektrik Fokuslama Elektrofor ezi

Cihaza Onceden girilen program dogrultusunda 1 saat 15 dakika boyunca
prefokuslama asamasi gerceklestirildi (Tablo 5). Bu sirenin sonunda 6rnek ekimi
yapmak icin sistem durduruldu. Katoda yerlestirdigimiz stripten 1cm uzaga, 3 uL
Oornek / 3 ubL BSA olacak sekilde ardigik ekim yapildi (6rnek+BSA= 1 cm).
Elektroforez tekrar baglatildi ve izoformlarin ayrim igin gerekli olan faz 2-5
uyguland: (Tablo 5).

Sire bitiminde elektroforez islemi sonlandirilip, stripler jelin Uzerinden alindh.
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Immunopr esipitasyon

Boyama

Her ornek icin 25 puL olacak sekilde "monospesific anti-human antitransferrin®
Antikoru (Ab) kullanilarak, stripleri yerlestirdigimiz bolgeye Uger cm kalacak
sekilde jelin orta kismu antikor ile kapland:. Jel Gzeri petri kutusu ile ortllerek oda
isisinda 60 dakika  bekletildi.  BOylece  transferrin - izoformlarinin
immunopresipitasyonu saglanms oldu.

Jel toplamda 1 L 0,15 M NaCl kullamlarak 24 saat boyunca yikandi (bu stre
icinde bir kez SF degistirildi).

20 saat boyunca % 0,1'lik CBB G 250 boyasi iginde bekletilerek boyand.

0,15 M NaCl kullailarak 1 saat yikama yapildi (bu sire icinde bir kez SF
degistirildi).

Jel oda 1sisinda kurumaya birakildi.

Tablo 5. " Multiphor I1" cihazinda siyalotransferrin dagilimim saptamak icin uygulanan prefokuslama

ve ayirma basamaklari
FAZ Volt Miliamper Watt Saat:dakika Voltsaat Miliampersaat
V) (mA) (W) (H:m) (Vh) (mAh)

1 3500 2,0 5 01:15 3500 1
(prefokudlama)

2 350 1,0 1 00:15 100 1

3 1500 10 1 00:15 400 1

4 2500 1,0 1 00:15 625 1

5 3500 10 1 02:30 9000 1

3.3.3. IEF Yontemi ile "Phast" Sistem Elektroforez Cihaanda Transferrin

izoformlarinin Analizi
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Kullandigimiz "Phast" Sistem elektroforez cihazi, "separation unit” ve "development
unit" olmak Uzere iki b6lumden olusmaktadir. Bu yontemde pH degeri 4-6.5 olan "Phast"
jeller kullanildi. "Phast" sistemin "separation” Unitesinde IEF yontemi ile prefokuslama ve
ardindan 6rnek ekimi gerceklestirildi. EKim 6ncesi serum drnekleri demir ile doyurularak tim
izoformlarin Fe > TRF haline gelmesi saglandi. Yiksek voltaj atinda IEF islemi
tamamlandiktan sonra anti-TRF antikoru ile bantlarin immunopresipitasyonu sagland.
Boyama cihazin "development™ Unitesinde giimis boya ile gerceklestirildi (83, 84).

3.3.3.1. Olgiim Oncesi Haar hiklar

Reaktifler

200 pM Fe™ sitrat ¢ozeltis: 0,52 mg Fe' sitrat tartildi. 2 mL saf suda 1st
yarcimiyla ¢oztiltp 10 mL’ ye tamamlandi.

Fiksasyon ¢ozeltis (Fixation solution): 20 g TCA 100 mL saf suda ¢ozulda.

Yikama ¢Ozeltis 1 (Wash solution 1): % 50 etanol, % 10 asetik asit saf suda
¢Ozulda (5:1:4 oraninda).

Yikama ¢ozeltis 2 (Wash solution 2): % 10 etanol, % 5 asetik asit saf suda
¢Ozulda (1:0.5:8.5 oramnda).

Gumus nitrat boyas: 0,5 g guimus nitrat 100 mL saf suda ¢ozuldi.

" Developer" ¢ozeltisi: 2,5 g sodyum karbonat 100 mL saf suda ¢6zuldi. 15 plL
forlmaldehit ilave edildi.

% 25 Glutardialdehit ¢ozeltisi: Saf su ile 1:2 oraminda dillie edilerek % 8,3tk
glutardialdehit elde edildi.

Sonlandirma ¢ozeltis (Stop solution): 3,72 g EDTA 100 mL saf suda ¢ozuldi.

Ornek hazir g

10 pL serum, 10 pl 200 uM Fe* sitrat ve 30 pL saf su ile karistirildi. Oda 1sisinda
10 dakika inkiibe edildi. Daha sonratekrar saf su ile 1:25 oraminda dilGe edildi.
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Noraminidaz ile muamele: 10 pL serum, 10 uL 200 uM Fe*® sitrat ve 30 pL saf
su ile karstirildh. Oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi. Uzerine 10 uL nérominidaz
ilave edildi. Bu karisim 24 saat boyunca 37 °C’ de inkube edildi. Daha sonra saf su ile
1:25 oraninda dilUe edildi.

Parafilm Gzerine her 6rnek icin aparat yardimiyla kuyucuk agildi. Kuyucuklara 3
pL Ornek kondu.

3.3.3.2. iEF Basamaklari

Jel 6n hazirhg:

"Phastsystem separation unit" Gzerinde jelin konacag: porselen yuzeye 80 pL saf
su konup (izerine "Phast" jel (IEF 4-6.5) tabla ile tam temas edecek sekilde
yerlestirildi.

Kurutma kagidindan kesilerek olusturulan 3-4 mm'lik strip, 20 pL "pharmalyte”
soltisyonu (pH 5-8) ile 1slatildi. Jelin katodik ucuna yerlestirildi.

izoelektrik Fokuslama Elektrofor ezi

Cihaza, prefokuslama ve ayrilmanin en uygun kosullarda olmasi igin belirli volta (V),
amper (A) ve voltsaat (Vh) degerlerini iceren program girildi (Tablo 6). Cihazin
kapag1 kapatilip elektroforez islemi baglatildi [programin prefokuslama asamasin
baslatmak icin "sep start” dugmesine basildi. Jel sayist (6rn. 2) girilip "Do"
digmesine, istenilen program numarast (0rn. 4) girilip tekrar " Do" digmesine
basildi].

Prefokuslama islemi bittiginde (73 Vh'de) cihaz beklendigi gibi alarm verdi. "Sep
pause" dugmesine basildi ve kapak agildi. "Pharmalyte” ile kapli strip jelin ylzeyinden
alind.

Aplikator yardim ile parafilm Uzerindeki kuyucuklardaki serum ornekleri alindh.
Aplikator katodik bolgeye "ekstra alarm™ ve "step x.2" arasina yerlestirildi. Her jele
her biri 0,5 uL olmak tizere 8 drnek ekildi. Ayni anda iki jel yaratuldi. Cigazin kapagi
kapatilip, "sep start” diugmesine basildi ve elektroforetik gocln gergeklesmesi igin
program tekrar baglatildi. Bir slre sonra aplikatordeki serumlar otomatik olarak jele
aplike oldu. Cihaza girilen program dogrultusunda belirli voltaj, amper ve voltsaat
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degerlerinde elektroforetik ayrilma islemi gergeklesti. Beklendigi gibi ortalama 275
Vh'de cihaz alarm verdi ve elektroforez islemi sonlandi. Cihazin kapag: agildi ve jeller
Gikarildh.

Immunopr esipitasyon

20 pL anti-TRF 1gG antikoru 60 puL 0.15 M NaCl ile dilue edildi. Jelin Gzerine cam
pipet yardimyla yuzeye zarar vermeden yayildi. 40 dakika antikorda bekletilen jel,
0,15 M NaCl icine kondu ve gece boyunca salinde bekletildi.

Boyama

Jel, cihazin yikama ve boyama isleminin yapildig: "Phastsystem development unit"
kismina yerlestirildi. Kapag1 kapatilip islem baglatildi [sirasiyla "DEV start”, 4
(program numarasi), "Do" digmelerine basilarak]. Boyama sirasinda hazirladigimiz
reaktiflerin herbiri (6zel hortumlar: vasitasiyla) belirli bir sira ile cihazin boyama
unitesine alindi. Reaktifler belli 1sida ve dakikada burada tutulduktan sonra (6zel
hortumlar1 vasitasiyla) disar1 atik kabina atildi. Boylece boyama islemi tamamlanmis
oldu (Tablo 7).

Tablo 6. "Phast” Sistem cihazinda siyalotransferrin dagilimim saptamak icin uygulanan prefokuslama
ve ayirma basamaklari

Ornek aplikator down 1.2. basamak: 0 Vh

Ornek aplikator up 1.3. basamak: 0 Vh

Ekstraalarm to sound 1.1. basamak: 73Vh

Ayirma 1.1. basamak: 2000 V/ 2,5 mA /3,5W / 15°C/ 75 Vh

Ayirma 1.2. basamak: 200V/2,5mA / 35W/ 15°C/ 15 Vh

Ayirma 1.3. basamak: 2000 V/ 50 mA / 3,5W/ 15°C/ 185Vh
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Tablo 7. "Phast" Sistem cihazinda siyalotransferrin dagilimim saptamak igin uygulanan boyama ve

yikama basamaklari
Basamak No Soltisyon Giris hortumu | Cikis hortumu Sire Sicakhk
(IN-port) (OUT-port) (dakika) (°C)
1 Fiksasyon 1 9 5 20
cozeltis
2 Yikama 3 0 2 50
cozeltisi 1
3 Yikama 2 9 2 50
cozeltisi 2
4 Yikama 2 9 4 50
cozeltisi 2
5 % 8.3'lUk 4 9 6 50
glutardialdehit
6 Yikama 2 9 3 50
cozeltisi 2
7 Yikama 2 9 5 50
cozeltisi 2
8 Saf su 5 0 2 50
9 Saf su 5 0 2 50
10 % 0.5 GUmus 6 9 10 50
nitrat boyasi
11 Saf su 5 0 0.5 50
12 Saf su 5 0 0.5 50
13 "Devel oper" 7 0 0.5 50
cozeltis
14 "Devel oper" 7 0 12 50
cozeltis
15 Sonlandirma 8 0 5 50
cozeltis
16 Saf su 5 0 5 50
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3.3.4. Transferrin Izoformlarinin K antitasyonu

Jeller "Image Scanner 2, 100-240 V" goruntl tarayici ile tarandi. Bu islem "Phast"
jeller icin gimis boyamaya uygun, red filtre kullamlarak ve 600 dpi (dot per inch)
¢Ozundrlukte, "ImmobilineTM Dry Plate" jeller icin ise CBB G250 boyamaya uygun, blue
filtre kullanilarak ve 600 dpi ¢ozinirlikte gergeklestirildi. TRF izoformlarinin kantitasyonu
icin goruntt analiz programi olan "ImageMaster 1D Elite Software” kullanildi. Arka plan
etkisini en aza indirmek amaciyla, band seciminden 6nce "manual background subtraction™
islemi yapildi. "Phast" jellerde her hatta asiyalotransferrinden hekzasiyalotransferrine kadar 7
bant, "ImmobilineTM Dry Plate" jellerde ise asiyalotransferrinden heptasiyalotransferrine
kadar 8 bant saptandi. Bant secimi de "manual" olarak yapildi. Sonuclar "TRF izoform
ylzdesi" olarak verildi.

3.4. TRANSFERRIN ANALizi

TRF Olcimleri, Architect C8000 (Abbott Diag., USA) otoanalizorinde
immunotdrbidimetrik yontemle yapildi.

Ornege TRF antikoru eklendiginde olusan ¢oziinmez immiin komplekslere bagl artan
turbidite olgilmektedir. TRF igeren drnek, (Tris, polietilen glikol ve sodyum azid iceren) bir
tampon ile inkube edilip antikor ilave etmeden 6nce ornek kort alinmaktadir. Antikor (Ab)
ilavesinden sonra uygun Ab konsantrasyonuna ulasilinca tirbiditeden faydalamlarak TRF
konsatrasyonu 6lgulmektedir.

3.5.DEMIR / TOTAL DEMIR BAGLAMA KAPASITESI ANALizi

Demir ve demir baglama olcimleri, Architect C16000 (Abbott Diag., USA)
otoanalizorunde spektrofotometrik yontemle yapildi.

Demir olctimt icin ilk olarak asidik ortamda demir, transferrinden ayrilmaktadir. Daha
sonra askorbat kullanilarak, ferrik formdan ferrdz forma indirgenen demir ferrozin ile renkli
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bir kompleks olusturmaktadir. 570 nanometrede fotometrik olarak dlgllen renk siddeti demir
konsantrasyonu ile orantilidir.

Doymamis demir baglama kapasitesinin dlgimu icin, seruma, belirli konsantrasyonda
demir iceren alkali tampon/indirgeyici solusyonu eklenerek transferrin doyurulmaktadir.
Geriye kalan ferroz forma indirgenmis demirin ferrozin ile olusturdugu renkli kompleks 580
ile 600 nm’ de spektrofotometrik olarak izlenmektedir. Doymamis demir baglama kapasitesi
(DDBK) arttikga absorbans ters orantili olarak azalmaktadir. DDBK, demir ile toplanarak
TDBK bulunur.

3.6. FERRITIN ANALizi

Ferritin 6lgimu, solid-faz iki yonli kemiliminesans immun 6lgim yontemiyle

gerceklestirildi.
3.7. PREALBUMIN ANALizi

Prealbumin olcumleri, Architect C8000 (Abbott Diag., USA) otoanalizoriinde
immunotdrbidimetrik yontemle yapildi.

Ornege prealbumin antikoru eklendiginde olusan ¢oziinmez immiin komplekslere
bagli artan tirbidite Olciimektedir. Prealbumin iceren ornek, (Tris, polietilen glikol ve
sodyum azid iceren) bir tampon ile inkibe edilip Ab ilave etmeden Once drnek kori
alinmaktadir. Ab ilavesinden sonra uygun Ab konsantrasyona ulasilinca tirbiditeden
faydalanilarak prealbumin konsantrasyonu olgulmektedir.

3.8. INSULIN BENZERI BUYUME FAKTORU ANALizi

IGF-1 olgumi, solid-faz iki yonli kemiliminesans immun 6lgim yontemiyle

gerceklestirildi.

3.9. CINKO ANALIzi
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Cinko dlcumleri, Architect C8000 (Abbott Diag., USA) otoanalizortinde kolorimetrik
yontemle yapild.

Ginko, 5-Br-PAPS [(2-5-bromo-2-pyridylazo)-5-(N-propyl-N-sulfo-propylamino)
phenol] varliginda rnekteki cinko konsantrasyonu ile orant: olarak siddeti degisen renkli bir
bilesik olusturmaktadr.

3.10. iSTATISTIK SEL ANALIiZLER
3.10.1. Verilerin Kaydedilmes, Analizi ve Tablolar ile Gosterilmes

Istatistiksel degerlendirmeler "SPSS 16.0 for Windows' programindan yararlanlarak
yapildi. Gruplar arasi degerlendirme, parametrik kosullari saglayan veriler icin bagimsiz
gruplarda t testi ile, saglamayan veriler icin ise non parametrik "Mann-Whitney U" testi ile
gerceklestirildi. p< 0,05 anlamli olarak degerlendirildi. Korelasyon degerlendirmesinde
parametrik kosullar: saglayan veriler igin "Pearson”, saglamayan veriler igin ise "Spearman”
analizleri kullamildi. Korelasyon; r = 0,00 — 0,24 ise zayif, r = 0,25 — 0,49 ise orta, r = 0,50 —
0,74 ise guclt, r =0,75—1,00 ise ¢ok guclu olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. HASTA GRUBUNU TANIMLAYICI BULGULAR

4.1.1. HastaveKontrol Grubunun Yas Dagihmlari ve M alnutrisyon Dereceleri

Tablo 8. Olgularin yas (ay) dagilim

Cahsmagrubu | n Ortalama Standart Minimum Maksmum | Ortanca
Sapma (s)

Hasta 42 18,09 10,02 7,00 45,00 15,50

Kontrol 30 23,57 12,88 7,00 51,00 24,00

Bu bulgulara gore hasta ve kontrol grubu arasinda yas agisindan anlamli bir fark
yoktur (p=0,054).

Tablo 9. Olgularin BGA degerlerinin dagilimi

Cahsmagrubu | n Ortalama S Minimum Maksmum | Ortanca
Hasta 42 79,71 7,22 63,00 89,00 81,50
Kontrol 30 97,38 5,00 90,00 113,00 97,00

Bu bulgulara gore hasta ve kontrol grubu arasinda BGA degerleri agisindan anlamli bir
fark vardir (p=0,000).

Tablo 10. Hastalarin malnutrisyon derecelerine gore dagilimi
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Malnutrisyon BGA n Ortalama | s Minimum | Maksimum | Ortanca
der eces
Hafif 80-89 24 84,83 2,85 80,00 89,00 85,00
Orta 70-79 12 76,08 2,64 71,00 79,00 76,50
Agir <70 6 66,50 2,94 63,00 69,00 67,50

4.2. YONTEM DEGERLENDIRME

4.2.1. Kesinlik Deneyleri

4.2.1.1. "Multiphor 11" cihazinda yapilan deneyler

Tablo 11. "Multiphor 11" cihazinda yapilan jelici ve jelleraras tekrarlanabilirlik sonuglar:

Jeligi Tekrarlanabilirlik (% CV)

Jelleraraa Tekrarlanabilirlik (% CV)

Seviye 2SA-TRF 4SA-TRF Seviye 2SA-TRF 4SA-TRF
1(n=7) 3,47 1,88 1 (n=20) 6,44 3,88
2 (n=7) 3,10 1,92 2 (n=20) 7,04 3,21
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4SA-TRF

2SA-TRF

0SA-TRF

4SA-TRF

2SA-TRF

0SA-TRF

(b)

Sekil 5. "Multiphor 11" sisteminde yapilan jelici tekrarlanabilirlik analizleri: (a) 1.seviye kontrol (b) 2.

seviye kontrol
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4SA-TRF

2SA-TRF

0SA-TRF

4.2.1.2." Phast" Sistem cihazinda yapilan deneyler

Tablo 12. "Phast" Sistem cihazinda yapilan jelici ve jelleraras tekrarlanabilirlik sonuglar

Jelici Tekrarlanabilirlik (% CV)

Jelleraras Tekrarlanabilirlik (% CV)

Seviye 2SA-TRF 4SA-TRF Seviye 2SA-TRF 4SA-TRF
1(n=8) 4,49 1,19 1(n=10) 5,27 3,15
2 (n=8) 6,96 0,99 2 (n=10) 6,05 2,89

(@)

(b)

Sekil 6. "Phast" Sistemde yapilan jelici tekrarlanabilirlik analizleri: (a) 1.seviye kontrol (b) 2. seviye

kontrol
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4.2.2. Dogruluk Deneyleri

Tablo 13. "Multiphor 11" cihazimn "Phast"sisteme gére kontrol materyali kullamlarak bulunan % bias

sonuglart
Seviye Izoform Birim "Phast" Sistem "Multiphor 11" % Bias
ile belirlenen ile bulunan

hedef deger sonug

(n=10) (n=20)
1 2SA-TRF % 4,64 4,19 9,69
4SA-TRF % 59,93 59,13 1,33
2 2SA-TRF % 9,16 8,31 9,27
4SA-TRF % 54,85 56,03 2,15

4.2.3. Néraminidaz Enzimiyle islemlemeile TRF Varyantlarimin Gosterilmes

4SA-TRF

2SA-TRF

0SA-TRF

Sekil 7. Noraminidaz ile islemleme arcindan elde edilen iEF jel gorinimii. Hat 1: 1.seviye kontrol,
hat 2: 1.seviye kontrol+néraminidaz, hat 3: 2.seviye kontrol, hat 4: 2.seviye kontrol+ néraminidaz, hat
5: TRF varyant (?) olgu 1, hat 6: TRF varyant (?) olgu 1+ ndraminidaz, hat 7: TRF varyant (?) olgu 2,
hat 8: TRF varyant (?) olgu 2+ néraminidaz. Mavi ok ile isaretli bolgeler, asiyalotransferrin bandinin
Uzerinde TRF varyantindan kaynaklancig: distintilen ekstra band: gosterir.
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4.2.4. Y ontem Karsilastirma

4.2.4.1. Bagimh gruplardat testi

Tablo 14. "Multiphor 11" ve "Phast" Sistem ile yapilan yontem karsilastirma sonuglar

izoform "Phagt" Sistem Multiphor 11 Bias r
(%) (%)
Ortalama S Ortalama S
0SA-TRF 1,50 1,49 1,64 1,68 0,15 1,30 0,48 0,67
1SA-TRF 0,94 0,89 1,09 1,31 0,15 1,02 0,36 0,63
2SA-TRF 6,42 3,09 6,25 4,07 0,18 2,18 0,61 0,85
3SA-TRF 9,78 3,04 9,37 3,20 0,41 2,07 0,22 0,78
4SA-TRF 55,57 6,20 53,82 7,73 1,75 6,08 0,08 0,64
5S5A-TRF 19,89 2,65 20,52 3,33 0,63 2,63 0,14 0,63
6SA-TRF 6,06 1,47 6,54 2,21 0,48 2,23 0,18 0,31

Tdm izoformlar icin her iki cihazda bulunan sonuclar arasinda anlaml1 bir fark bulunmadi.

4.2.4.2. Regresyon Analizi

Asiyalotransferrin Regresyon Analizi
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Sekil 8. Asiyalotransferrin olglimi igin iki cihaz arasindaki regresyon analizi grafigi
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M onosiyalotransferrin Regresyon Analizi
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Sekil 9. Monosiyalotransferrin 6lgimu iginiki cihaz arasindaki regresyon analizi grafigi

Disiyalotransferrin Regresyon Analizi
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Sekil 10. Disiyalotransferrin 6lgimu icin iki cihaz arasindaki regresyon analizi grafigi
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Trisiyalotransferrin Regresyon Analizi
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Sekil 11. Trisiyalotransferrin lglimu icin iki cihaz arasindaki regresyon analizi grafigi

Tetrasiyalotransferrin Regresyon Analizi
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Sekil 12. Tetrasiyalotransferrin dlgtimi igin iki cihaz arasindaki regresyon analizi grafigi



Pentasiyalotransferrin Regresyon Analizi
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Sekil 13. Pentasiyalotransferrin 6lgimu icin iki cihaz arasindaki regresyon analizi grafigi

Hekzasiyalotransferrin Regresyon Analizi
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Sekil 14. Hekzasiyalotransferrin 6lgimi icin iki cihaz arasindaki regresyon analizi grafigi

Heptasiyalotransferrin Regresyon Analizi

"Phast" Sistem’de gimis boyadan kaynaklanan koyu renk arka plamin etkisiyle 7 SA-TRF
degerlendirilememistir. Bu nedenle bu bant igin yontem karsilastirma yapilamamustur.
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4.3. BIYOKIMYASAL PARAMETRELER

ortanca degerleri Tablo 15'te sunulmaktadir.

Tablo 15. Hasta gruplarinda biyokimyasal belirtecler ve kontrol grubu ile karsilastiriimasi

Biyokimyasal parametrelerin ortalama, standart sapma (s), minimum, maksimum ve

GRUP Parametre | Demir TDBK TRF Ferritin | Prealbumin | IGF-1 Cinkao
Birim po/dL po/dL mg/dL ng/mL mg/dL ng/mL po/dL
TUm Hastalar | Ortalama | 45,64 316,67 259,90 6548 | 17,60 42350 | 0,32
(n=42) s 21,79 67,91 57,33 71,08 | 447 28,020 | 0,04
Minimum | 10,00 183,00 133,00 9,64 10,00 2500 | 025
Maksmum | 97,00 469,00 378,00 347,00 | 3L,00 14300 | 0,38
Ortanca | 43,00 307,00 248,00 4235 | 17,00 30,30 | 0,33
D degeri* | 0,006 0,584 0,213 0,190 | 0,412 0,009 | 0,220
OrtaveAgr | Ortalama | 41,00 295,61 243,00 72,62 | 17,66 3984 | 57,37
|'\_|" :S't ”a‘f;iw onlu’ = 20,82 62,49 54,90 6506 | 471 3051 | 17,61
(n= 18) Minimum | 10,00 34,20 133,00 3420 | 10,00 2500 | 35,05
Maksmum | 79,00 295,00 375,00 20500 | 28,00 14300 | 98,36
Ortanca | 45,00 297,50 244,00 51,60 | 1550 26,80 | 54,07
pdegeri | 0,036 0,069 0,018 0,010 | 0,485 0,007 | 0276
p degeri** | 0,633 0,062 0,132 0,066 | 0,737 0537 | 0,476
Hafif Ortaama | 48,00 333,91 275,24 59,85 | 17,77 4333 | 58,96
|'\_|" :S't ”a‘f;iw onlu g 21,42 69,34 57,30 76,77 | 4,37 26,56 | 16,44
(n= 24) Minimum | 17,00 215,00 174,00 9,64 10,00 2500 | 26,40
Maksmum | 97,00 469,00 378,00 347,00 | 3L,00 126 98,73
Ortanca | 42,50 338,00 279,00 32,10 | 17,50 3320 | 60,87
pdegeri | 0,119 0,427 0,633 0,027 | 0,480 0,073 | 0,507
Kontrol Ortalama | 64,500 328,68 275,75 43,78 | 1853 57,15 | 0,31
(n=30) s 31,790 51,320 41,70 35,38 | 450 30,23 | 0,04
Minimum | 19,00 210,00 183,00 7,58 7,00 2500 | 025
Maksmum | 121,00 463,00 382,00 14900 | 26,00 13000 | 0,35
Ortanca | 60,50 333,00 275,00 34,15 | 18500 4740 | 031

* {lgili hasta grubunun kontrol grubuna gore anlamlilik diizeyi

** Orta ve agir malnutrisyonlu hasta grubunun hafif malnutrisyonlu hasta grubuna gére anlamlilik diizeyi
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Biyokimyasal parametreler agisindan hasta ve kontrol gruplart karsilastirildiginda
IGF-1 ve demir dizeylerinin hasta grubunda anlaml: (sirasiyla p= 0,009 ve p= 0,006) dustk
oldugu saptand: (sirasiyla Sekil 15 ve 16).

w000

=l i by

=Ju. a7

Grup 1: Kontroller (n=30)

UNEE

Grup 2: Hastalar (n= 42)

L L tuzevi (nogfm)

ol ]

nLra

20,007

Tl T ATE

Sekil 15. Hasta ve kontrol gruplarinda |GF-1 diizeyi kutu grafigi (box-plot)

ELUM SNy

Grup 1: Kontroller (n=30)

SRS

Grup 2: Hastalar (n=42)
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Uemix lnaseyi [mdlocoeo du)

LU S by
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Tl T ATE

Sekil 16. Hasta ve kontrol gruplarinda demir diizeyi kutu grafigi (box-plot)
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Agir ve orta malnutrisyonlu hasta grubunda serum IGF-1, demir ve TRF duzeyleri
kontrol olgularina gore anlamli dusuk (sirasiyla p= 0,007, p= 0,036 ve p= 0,018), ferritin
diizeyleri ise anlamli yiksek (p= 0,010) saptand: (sirasiyla sekil 17, 18, 19 ve 20).

w000

L L tuzevi (nogfm)
.

20,007

| Grup 1: Kontroller (n=30)
Grup 2: Hafif Malnutrisyonlular
FUNEEL (n:18)
n.ea Grup 3: Agir / Ortamalnutrisyonlular
*i (n=24)

Tl T ATE

*  p= 0,007 kontrol grubuna gére

Sekil 17. Agir ve orta manutre / hafif malnutre hasta ve kontrol gruplarinda IGF-1 diizeyi kutu grafigi
(box-plot)

ELUM SNy

Grup 1: Kontroller (n= 30)
Y Grup 2: Hafif Malnutrisyonlular
(n=18)

0.0

Damir Duzsvi (mdloceerd dL]

Grup 3: Agir / Ortamalnutrisyonlular
LU S by (n: 24)

u, L

Tl T ATE

*  p= 0,036 kontrol grubuna gére

Sekil 18. Agir ve orta manutre/ hafif malnutre hasta ve kontrol gruplarinda demir diizeyi kutu grafigi
(box-plot)
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8 za0.001 (n=18)

d

Grup 3: Agir / Ortamalnutrisyonlular
Zau o] (n: 24)
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*  p= 0,018 kontrol grubuna gére

Sekil 19. Agir ve orta manutre / hafif malnutre hasta ve kontrol gruplarinda TRF diizeyi kutu grafigi
(box-plot)
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Grup 1: Kontroller (n=30)

Grup 2: Hafif Malnutrisyonlular
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Grup 3: Agir / Ortamalnutrisyonlular
(n=24)
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=
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*  p= 0,010 kontrol grubuna gére

Sekil 20. Agir ve orta manutre/ hafif malnutre hasta ve kontrol gruplarinda ferritin diizeyi kutu grafigi
(box-plot)
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Hastalar hafif, orta ve agwr malnutrisyonlu olmak Uzere U¢ ayr1 grup olarak
birbirleriyle ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda sadece orta malnutrisyonlu hasta
grubunda kontrol grubuna kiyasla IGF-1'in anlaml1 distk, ferritin diizeylerinin ise anlamli
yuksek oldugu saptand: (sirasiyla p= 0,011 ve p= 0,022) (sirasiyla Sekil 21 ve Sekil 22).
Diger biyokimyasal parametreler agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmad.

140, a0

1=0,00]

Grup 1: Kontroller (n=30)

16F-1 Daiweayd (na/sl)

e Grup 2: Hafif Malnutrisyonlular (n=24)
a0, 00 Grup 3: Orta Malnutrisyonlular (n=12)
Grup 4: Agir Malnutrisyonlular (n= 6)
d0,807
40, 00" i I
H : ; '

GRUFLAF

*  p= 0,011 kontrol grubuna gére

Sekil 21. Kontrol, hafif, orta ve agir malnutrisyonlu hasta gruplarinda IGF-1 diizeyi kutu grafigi (box-
plot).IGF-1 dizeylerinin grup 1, 2, 3 ve 4'te ortdama + s degerleri sirasiyla 57,15 + 30,23,
44,33+26,56, 34,26 + 12,53, 51,00 + 51,69 olarak bulundu.
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Grup 1: Kontroller (n=30)
Grup 2: Hafif Malnutrisyonlular (n=24)

Grup 3: Orta Malnutrisyonlular (n=12)

erritin Duzeyi (ngfnll

Grup 4: Agir Malnutrisyonlular (n= 6)

CRCENES

2,007

JLELE

BEUE LAE

* p=0,022kontrol grubuna gére

Sekil 22. Kontrol, hafif, orta ve agir malnutrisyonlu hasta gruplarinda ferritin diizeyi kutu grafigi (box-
plot). Ferritin dizeylerinin grup 1, 2, 3 ve 4'te ortalama + s degerleri sirasiyla 43,78 + 35,38,
59,85+76,77, 81,72 + 78,21, 54,46 + 20,87 olarak bulundu.
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4.4. TRF iZOFORMLARININ VE CDT’'NIN DAGILIM YUZDELERIi

TRF izoformlarinin ve CDT nin ortalama, standart sapma (s), minimum, maksimum

ve ortanca degerleri Tablo 16’ da sunulmaktadir.

Tablo 16. Hasta gruplarinda TRF izoformlari, CDT ve bu degerlerin kontrol grubu ile karsilastiriimasi

Grup Parametre | 0SA- 1SA- 25A- 35A- 4SA- 58A- 6SA- 7SA- CDT
TRE |TRF |TRF |TRF |TRF |TRF |TRF |TRF
Birim % % % % % % % % %
TimHastalar | Ortdlama | 1,43 | 066 | 513 | 840 |558L |2L43 |609 | 093 |7.21
(n= 42) < 135 | 062 |220 |229 |652 302 |222 |070 |376
Minimum | 0,08 | 000 | 221 |382 |328L | 1625 |327 |000 |245
Maksmum | 899 | 330 | 1600 | 12,35 | 6527 | 3339 | 11,74 | 331 | 28,00
Ortanca | 1,28 | 045 | 458 |858 |57,60 |2L18 |574 |09 | 648
pdegeri* | 012 | 0526 | 0078 |0459 | 0,265 | 0,173 | 0,200 | 0,106 | 0,104
Ortave Amr | Ortalama | L,76 | 089 | 557 |82L |57,72 | 2097 | 672 | L1l | 821
'\H" :S't ”a‘f;iwon'“ s 191 | 078 |287 |222 |754 |255 |24 |075 |53L
(n= 18) Minimum | 056 | 0,00 | 353 |382 |328L | 168 |338 |004 |551
Maksmum | 899 | 3,30 | 16,00 | 11,40 | 6527 | 2456 | 11,74 | 33L | 28,00
Ortanca | 1,37 | 076 |48 |898 |5545 |2073 | 662 | L0l | 628
pdegeri* | 0,040 | 0326 | 0036 |0535 |0,188 | 0551 | 0518 | 0518 | 0,056
Pdegeri** | 0,401 | 0,080 | 0570 | 0,705 | 0,570 | 0,533 | 0,165 | 0,149 | 0,254
Hafif Ortalama | L,22 | 051 |48 |858 |5638 |2L71 | 575 | 082 | 658
|'\_|" :S't ”a‘f;iw"”'“ s 070 | 043 | 158 |242 |578 |349 | 198 |065 |L94
(n= 24) Minimum | 0,08 | 002 |22L |410 |3884 | 1625 |333 |000 |245
Maksmum | 250 | 155 | 7,89 | 12,35 | 6484 | 3339 | 11,70 | 200 | 10,43
Ortanca | 1,03 | 036 | 458 |858 |57,75 |2L26 |557 | 071 |688
pdegeri* | 0,383 | 0,164 | 0241 | 0,89 | 0521 | 0207 | 0317 | 0,229 | 0,173
Kontrol Ortalama | LOL | 062 | 427 |88 |5751 | 2034 | 629 | 104 501
(n=30) s 051 |030 | 115 |270 |48 |314 |204 |057 |147
Minimum | 004 | 006 | 228 |435 |4562 | 1420 | 192 |016 |311
Maksmum | 1,86 | 1,16 | 647 | 1391 | 6595 | 2682 | 1236 | 247 | 843
Ortanca | L,09 | 057 | 408 |702 |57,79 | 2023 |593 | 088 |613

* ilgili hasta grubunun kontrol grubuna gore anlamlilik diizeyi

** Orta ve agir malnutrisyonlu hasta grubunun hafif malnutrisyonlu hasta grubuna goére anlamlilik diizeyi
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Hasta ve kontrol gruplari arasinda TRF izoformlarinin dagilimn ve CDT agisindan

anlaml1 fark bulunmad:.

Agir ve orta malnutrisyonlu hastalarin serum a ve disiyalotransferrin duiizeyleri

kontrol olgularina gore anlamli yiksek (sirasiyla p= 0,040 ve p= 0,036) (Sekil 23 ve 24)

saptand.

b.LLT

Ay

Asivalotransferrin Dwzsvyi (%)

GRIMT.AR

* p= 0,040 kontrol gruba gére

J

Grup 1: Kontroller (n=30)

Grup 2: Hafif Malnutrisyonlular
(n=18)

Grup 3: Agir / Ortamalnutrisyonlular
(n=24)

Sekil 23. Agir ve orta manutre / hafif malnutre hasta ve kontrol gruplarinda asiyalotransferrin dizeyi

kutu grafigi (box-plot)
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Grup 1: Kontroller (n=30)

. * Grup 2: Hafif Malnutrisyonlular
(n=18)

Disivalotransferrin Dwzsyi (%)
: i

.

Grup 3: Agir / Ortamalnutrisyonlular
(n=24)

GRIMT.AR

* p= 0,036 kontrol gruba gore

Sekil 24. Agir ve orta manutre/ hafif malnutre hasta ve kontrol gruplarinda disiyal otransferrin dizeyi
kutu grafigi (box-plot)

Hastalar hafif, orta ve agwr malnutrisyonlu olmak Uzere U¢ ayr1 grup olarak
birbirleriyle ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda sadece agir malnutrisyonlu hasta grubunda
monosiyalotransferrin dizeylerinin sirasiyla kontrol grubu ve hafif malnutrisyonlu hasta
grubuna kiyasla anlamli (sirastyla p= 0,049 ve p= 0,041) yiksek oldugu goruldi (Sekil 25).
Diger tum transferrin izoformlart ve CDT igin; hafif, orta ve agir malnutrisyonlu hasta

gruplar1 birbirleriyle ve kontrol grubu ile kiyaslandi. Fakat bu parametrelerin higbiri agisindan
aralarinda anlamli fark bulunmadi.
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Grup 1: Kontrol (n=30)
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=
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Grup 2: Hafif Malnutrisyonlular
(n=24)

=
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Grup 3: Orta Manutrisyonlular
(n=12)

=
=
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HMaoncsivalotransfsrrin Puzevi (%)
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Grup 4: Agir Malnutrisyonlular
(n=6)

CTUTTAT

* p= 0,049 agir malnutrisyonlu gruba gore
** p= 0,041 agir malnutrisyonlu gruba gére

Sekil 25. Kontrol, hafif, orta ve agir malnutrisyonlu hasta gruplarinda monosiyalotransferrin diizeyi
kutu grafigi (box-plot). Monosiyalotransferrin yizdelerinin grup 1, 2, 3 ve 4'te ortalama + s degerleri
srastyla 0,62 + 0,30, 0,51 + 0,43, 0,68 + 0,55, 1,27 + 1,05 olarak bulundu.
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4.5. KORELASYON ANALIZLERI

BGA ile biyokimyasal parametreler, transferrin izoformlari (%) ve CDT (%)

arasindaki korelasyonlar tablo 17’ de, biyokimyasal belirteglerin birbirleri ile korelasyonlar:
ise tablo 18 de sunulmaktadir.

Tablo 17. Biyokimyasal bdirteclerin, transferrin izoformlarimin ve CDT'nin BGA ile

korelasyonlar:

Parametreler p r Parametreler p r

BGA Demir 0,006 | 0,339 | BGA Asiyalotranferrin 0,127 | -0,190
TDBK 0,113 | 0,195 Monosiyalotransferrin 0,350 | -0,117
TRF 0,094 | 0,207 Disiyalotransferrin 0,017 | -0,292
Ferritin 0,179 | -0,182 Trisiyalotransferrin 0,516 | 0,081
Prealbumin 0,387 | 0,107 Tetrasiyal otransferrin 0,178 | 0,168
IGF-1 0,006 | 0,359 Pentasiyal otransferrin 0,701 | -0,048
Cinko 0,206 | 0,157 Hekzasiyalotransferrin 0,959 | 0,006
CDT 0,007 | -0,328 Heptasiyalotransferrin 0,691 | -0,050
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Tablo 18. Biyokimyasal belirteglerin birbirleri ile koreasyonlar:

Parametreer p r
Demir TDBK 0,026 0,276
TRF 0,027 0,274
Ferritin 0,115 -0,215
Prealbumin 0,006 0,340
IGF-1 0,000 0,562
Cinka 0,041 0,254
TDBK TRF 0,000 0,842
Ferritin 0,000 -0,547
Prealbumin 0,004 0,344
IGF-1 0,003 0,393
Cinka 0,897 -0,016
TRF Ferritin 0,000 - 0,484
Prealbumin 0,061 0,230
IGF-1 0,001 0,421
Cinka 0,245 0,144
Ferritin Prealbumin 0,086 -0,231
IGF-1 0,001 -0,446
Cinka 0,997 0,000
Prealbumin IGF-1 0,001 0,420
Cinka 0,391 0,107
IGF-1 Cinka 0,524 -0,086
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Transferrin ile TRF izoformlarimn dagilimi ve CDT arasindaki korelasyonlar
degerlendirildiginde TRF ile disiyalotransferrin (p= 0,022, r= 0,283), TRF ile
tetrasiyalotransferrin (p= 0,025, r= -0,278) ve TRF ile CDT (p= 0,009, r= 0,323) arasinda
anlaml1 korelasyon saptandi. Diger biyokimyasal parametreler degerlendirildiginde ise sadece
asiyalotransferrin ile prealbumin (p= 0,021, r= 0,287) arasinda anlaml1 korelasyon saptandh.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. TARTISMA

En sk gorilen post-translasyonel modifikasyon reaksiyonlarindan biri olan
glikozilasyonun birgok patolojik durumla iligkili oldugu ©6ne sirilmektedir (2).
Glikozilasyonun primer olarak etkilendigi konjenital glikozilasyon bozukluklar: (4-6) disinda
bu sireg; inflamasyon, romatoid artrit, kanser, gebelik, karaciger hastalig1 (7), galaktozemi
(8), sepsis (9) ve kronik alkol alimi (10, 11) gibi sekonder nedenlere bagli olarak da
bozulabilir. Son zamanlarda AN gibi katabolik durumla seyreden hastaliklarda da protein
glikozilasyonunun etkilendigine dair yayinlar bulunmaktadir (12-14).

Malnutrisyon da AN gibi katabolik slrecle seyreden bir durum oldugu igin
calismamizda bu 6zel hasta grubunda protein glikozilasyonunun nasil etkilendigini arastirdik.
Olgu grubumuzu belirlerken 6 ay ile 5 yas arasindaki ¢ocuklart segmemizin nedeni Dinya
Saghik Orguti’nin (WHO) verilerine gore malnutrisyonun en sk bu yas grubunda
gorilmesidir. Turkiye'de ise Ulusal Beslenme-Saglik Arastirmasi verilerine gore, 0-5 yas
grubu gocuklarin %17,6's1 orta ve hafif, %2,4'G de daha agir derecede malnutrisyonludur
(85). Calismamizda malnutrisyon tamsi konmasinda ve derecelendirilmesinde "Waterlow"
siniflamasinin kullanilma sebebi degerlendirmede boyu da icine almasi ve hem akut hem de
kronik malnutrisyonu gosterebilmesidir.

Olgu grubunu bu sekilde belirledikten sonra glikozilasyondaki olast degisiklikleri
saptamak icin IEF yontemi ile transferrin izoformlarimn analizini gerceklestirdik.
Glikozilasyonun  karmagik ~ mekanizmasinin  anlasilabilmesi  ve  bozukluklarinin
aydinlatilabilmesi icin simdiye kadar basta TRF olmak (zere birgok glikoprotein tzerinde
calisma yapilmistir (6). TRF izoformlariin analizinde, yiksek segiciligi ve duyarlilig:
nedeniyle IEF referans yontem olarak kullanilir (15).

TRF izoform analizinde IEF disinda SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi), IEF ve SDS-PAGE’in kombine edildigi iki boyutlu
elektroforez, agaroz jel elektroforezi ve CE gibi diger elektroforetik yontemler de
kullanilabilmektedir. Kromatografik yontemlerin dogruluk ve kesinliginin elektroforetik
yontemlere kiyasla daha iyi olmakla beraber duyarlilik ve 6zgulluklerinin daha distik oldugu

66



bildirilmistir (6). Mikrokolonda CDT ve CDT olmayan izoformlarin ayrimmnin ardindan,
tirbidimetrik ~— immunometrik ~ 6lgimin ~ yapildizit % CDT-TIA  yonteminde ise
trisiyalotransferrinin CDT izoformlar: ile beraber ellie olarak yanlis yiksek CDT sonuglarina
neden oldugu 6ne strdlmektedir (86).

Analitik sebepler disinda, genetik TRF varyantlarimn serumdaki varligimn da CDT
diizeylerini etkileyerek yanls yiuksek ya da disik sonuglara yol actigi gosterilmistir. Yanlis
yuksek CDT duzeylerinin nedeni, transferrin D varyantinin CDT olmayan izoformlarinin,
kromatografik yontemlerde transferrin C varyantimin CDT izoformlar: ile beraber eltie olmasi
ya da IEF de bu izoformlarla beraber aym izoelektrik noktada odaklanmasidir (10, 24, 87).
TRF B varyantimin CDT izoformlar: ise TRF C'ye kiyasla artmuis elektroforetik mobiliteleri
nedeni ile, TRF C varyantinin CDT olmayan izoformlar: ile beraber ellie olurlar ve yanlis
negatif sonuclara yol acarlar (10). IEF yonteminde; izoformlardan herhangi birinde, alisilmis
paternlerin  disinda bir yikseklikle karsilasildiginda, bu durumun TRF varyantindan
kaynaklandigi suphesine dusllirse Ornek ndraminidaz ile muamele edilerek sonug
kesinlestirilir. Noraminidaz TRF deki terminal siyalik asit rezidulerini yikan enzimdir. Kisi
TRF varyantlar1 agisindan homozigot ise néraminidazla muameleden sonra asiyalotransferrin
bdlgesinde tek bir bant, heterozigot ise bu banta ilave olarak asiyalotransferrin bolgesinin
atinda ya da Ustiinde bir bant daha (Sekil 26) gorulir (88). Boylece IEF yonteminde
varyantlarin 6lgim Uzerindeki interferansi ortadan kaldirilmis olur. Biz de ¢alismamizda iki
olgunun transferrin izoform paternlerinin normalden farkli olusu nedeni ile bu olgularda TRF
varyant: olabilecegini dusindik. Bu Ornekleri ndraminidazla muamele ettigimizde
asiyalotransferrin bolgesindeki bant disinda ilave bir bant daha gordik (Sekil 7). Bu durum
bize olgularimizdaki anormal paternin blyuk olasilikla TRF varyantindan kaynaklandigim
gosterdi.
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Sekil 26. Transferrin proteinindeki mutasyonlarin néraminidaz ile saptanmasi (83)

TRF molekulinin c¢esitli varyantlariin olmasi kadar farkli sayilarda demir iyonu
baglayabilmesi de izoformlarin pl’ larina etki ederek 6lcumu interfere edebilir (Sekil 27) (10).
Bu nedenle yontemimizin 6rnek hazirligi asamasinda serum ornekleri demir ile doyurulup
tum izoformlar Fe ,-TRF haline getirerek bu etki ortadan kaldirilmaktadir.

r—r'__’_'________-—r Human Serum Transferrin
I T
Genetic Variants Homozygous TH-C1 Homozygous TI-C2 Heterozygous TEC1C2
— I 1 . — 1 I ~ — I 1 ~
Varying Iron Load Feg- Feje-  Fepw Fez- Feg Feyer Fep-  Fer- Fey Fege Feye- Fe;-

@ ’

8-sialo-
Differing T-sialo-
Sialic Acid B-sialo-

Content S-sialo-

4-sialo-

3-sialo-
Z-sialo-

1-sialo-

O-gialo-

@ l:l nen-COT isoforms :} CDT iscforms

Sekil 27. TRF mikroheterojenitesinin izoform analizi tzerine etkisi (10)
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Bu calismada kullandigimiz IEF y6temi ile "Multiphor 11" cihazinda yapilan
analizlerde di- ve tetrasiyalotransferrin izoformlar: igin her iki diizey kontrolde de jel igi
tekrarlanabilirlik % 3,5'in, jeller arasi tekrarlanabilirlik ise % 7'nin altinda bulunmustur
(Tablo 11). "Phast" Sistem cihazinda yapilan analizlerde ise ayni degerler sirasiyla % 7' nin ve
% 6'nin altinda bulunmugtur (Tablo 12). Jel ici ve jeller arasi tekrarlanabilirlik sonuclar:
degerlendirildiginde her iki cihazda da yontem kesinliginin tatmin edici diizeylerde oldugunu
s0ylemek mumkunddr. Dogrulugu 6lgmek icin kullandigimiz kontrol materyali HPLC igin
hazirlanmis oldugu icin hedef degerler IEF yontemine uygun degildi. TRF izoformlarimn
analizinde HPLC'nin daha kesin ancak duyarlihgi daha distk bir yontem oldugu
bilinmektedir (10, 89). Bu nedenle HPLC ile belirlenmis hedef degerlerin iEF yontemine
kiyasla a, mono- ve disiyalotransferrin izoformlar: icin daha dusUk, tetrasiyalotransferrin
izoformu icin ise daha yiksek oldugunu saptadik. Bu durumda benzer elektroforetik
yontemler icin 6nerilen ve kalitatif yontemler igin de gegerli olan bir kavramdan yola ¢ikarak
pik alanlarinin tekrarlanabilirliginin bir dogruluk gostergesi olabilecegini (90) kabul ettik ve
"Phast" Sistem ve "Multiphor 11" igin aym kontrol materyalini ard arda analiz ederek ortalama
degerleri bulduk. Bu degerleri kiyasladigimizda "Multiphor 11" sisteminin "Phast" sisteme
gore disiyalotransferrin ve tetrasiyalotransferrin igin gosterdigi sapmanin (% bias) (Tablo 13)
kabul edilir oldugu distnuldo.

40 ornek ile yapilan iki cihaz arasindaki regresyon analizinde Ozellikle di- ve
trisiyalotransferrin izoformlar: icin yilksek oranda korelasyon saptanmustir (sirastyla r’= 0,72,
r’= 0,61) (srrasyla Sekil 10 ve Sekil 11). En disiik korelasyon ise hekzasiyalotransferrin
izoformu analizinde gdzlenmistir (r?=0,1) (Sekil 14). Bu durum, giimiis boyadan kaynaklanan
koyu renk arka planin etkisiyle, "Phast" Sistemde calisilan jellerde alti siyalik asitli
izoformlarin iyi degerlendirilememesinden kaynaklanabilir. Yine yontem karsilastirma amagli
yapilan t testinde, tim izoformlar degerlendirildiginde iki cihaz arasinda anlamli fark
bulunmamistir (Tablo 14).

Transferrin izoformlarimin oransal dagilimi ve oransal CDT igin belirlenen referans ve
esik degerleri kullamlan yonteme bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Calismamizda
kontrol grubunda saptadigimiz izoform dagilim yuizdeleri, daha 6nceki ¢alismalarda kontroller
icin verilen degerle kiyaslandiginda genel olarak a ve disiyalotransferrin diizeylerinin biraz
daha yuksek, tetrasiyalotransferrin diizeylerinin ise biraz daha diistk oldugu gozlenmektedir.

69



Bu durum iEF yonteminin a, mono- ve disiyalo-TRF icin analitik duyarhiligimn daha fazla
olmasina bagli olabilir. Bunun yam sira tim TRF izoformlarinin saptanabilmesine olanak
saglayan serum miktar: jele uygulandiginda tetrasiyalotransferrin agisindan asiri bir yiklenme
olur. Dolayisiyla bu ana izoforma ait bandin intensitesi bu bandi olusturan TRF miktar: ile
korele olamayabilir. Bu durum da tetrasiyalotransferrin oranindaki dustkligu agiklayabilir.
Nitekim TRF izoformlar: ile toplam TRF duzeyi arasindaki iliski incelendiginde TRF nin
disiyalotransferrin ve CDT ile olumlu buna karsin tetrasiyalotransferrin ile olumsuz
korelasyon gostermesi de bu analitik kosullara bagli olabilir. Saglikli insanlarda toplam serum
transferrininin; % 1,5'inden azinin hepta- (7SA), % 1-3'Unun hekza- (6SA), % 12-18'inin
penta- (5SA), % 64-80’inin tetra- (4SA), % 4.5-9'unun tri- (3SA), % 2,5'inden azinin
disiyalotransferrin (2SA) olarak bulundugu bildirilmistir. A-, mono- ve oktasiyalotransferrin
ise saptanamadigi ya da asiyalotransferrin % 0,5'in, monosiyalotransferrin ise % 0,9'un
altinda oldugu rapor edilmistir (7, 84). Belirtilen analitik nedenler disinda bu ¢alismalarin az
sayida ve eriskin yastaki olgularin Gizerinde yapilmis olmast bu degerlerin bizim kontrol grubu
degerlerimizle karsilastiriimasini giiclestirmektedir. IEF, Ozellikle CDG tamsinda referans
yontem olarak oldukca yaygin kullanilmasina ragmen transferrin izoform oranlari ile ilgili
cocukluk yas grubuna ait yayinlanmis referans degerlerine rastlanmamistir. Bunun nedeni bu
hasta grubunda degerlendirmenin genel paternler tzerinden yapilmasi olabilir (Sekil 4). Diger
taraftan oransal CDT tayini icin de birgok farkli yontemin kullamimasi ve standardizasyonun
saglanamamis olmasi yine kontrol grubumuzda a, mono- ve disiyalotransferrinin toplami
olarak ifade ettigimiz oransal CDT degerini baska calismalarla kiyaslamamizi
guclestirmektedir. Yayinlarda CDT 0Ozellikle kronik alkol kullamminin bir gosterges olarak
kullanilmakta ve % 0,8 den % 6'ya kadar degisen ¢ok farkli esik degerler tanimlanmaktadir
(89). Bizim calismamizda ise kontrol grubu oransal CDT degeri 591 + 1.47 olarak
bulunmustur (Tablo 16).

Simdiye kadar katabolik siirecin hakim oldugu klinik durumlarda yapilan ¢alismalarda
bu hasta grubunda degismesi en muhtemel izoformlarin CDT’ yi olusturan &, mono- ve
disiyalotransferrin oldugu 6ne sirdlmistir (13, 14). Bu nedenle biz tekrarlanabilirlik ve
dogruluk sonuclarimizi serumda en ¢cok bulunan TRF izoformu olan tetrasiyalotransferrin ve
CDT ' nin en blyuk kismint olusturan disiyalotransferrin izoformlarim kullanarak hesapladik.
Bu iki parametre icin iki yontem arasi yuksek korelasyon, disik % CV ve dusuk % bias

sonuclart malnutrisyonda dogru degerlendirme yapmamiza olanak sagladigim distinmekteyiz.

70



Malnutrisyon her yi1l yaklasik 300.000 6lime direkt olarak yol acarken, bes yas alt1
olumlerin de yaklasik % 50'sinden indirekt olarak sorumludur (Sekil 28) (55). Cocukluk
¢aginda morbidite ve mortalitenin énemli bir kismindan sorumlu olan malnutrisyon biyime
geriliginin de en sik sebebidir (53). Bu nedenle malnutrisyonlu hastanin beslenme durumunun
dogru degerlendirilmesinde, antropometrik dl¢ciimler yamisira serum protein konsantrasyonlari,

vitamin seviyeleri ve bu dlgimlerin gesitli kombinasyonlarimn kullanmas: gok 6nemlidir (57).

/ Deaths
I (1 + 1
Perinatal mwn.utlﬁ.l :il.'l||| | Diarrhea
dealhs | malnufrition [RET.C™

7 4 S8 /

A
\

,r1l'.'l‘|!l:"\-
Hiviaips 4%
2

Sekil 28. Dinyada 5 yas alti cocuklarda gorilen 6lim sebepleri (55)

Malnutrisyonun  degerlendirilmesinde, basta karaciger proteinleri  (albumin,
prealbumin, transferrin) olmak Uzere bircok biyokimyasal belirte¢c Uzerinde calismalar
yapilmis ve bunlarin seviyelerindeki degisiklikler gosterilmistir. Albumin, prealbumin, retinol
baglayici protein, IGF-1, TRF (67, 70), esansiyel yag asitleri, vitaminler (67), ¢cinko, bakir ve
demir (68) malnutrisyonlu hastalarda simdiye kadar en c¢ok arastirilan biyokimyasal
belirteclerdir. Son zamanda yapilan calismalarda; albumin, prealbumin ve TRF gibi
biyokimyasal belirteclerin altta yatan hastaligin ciddiyetiyle, malnutrisyonun antropometrik
gosergelerine oranla daha iyi korelasyon gosterdigi One sUrllmuUstr. Literatrde bu Gc¢
proteinden birindeki ve/veya birkagindaki diisiklUgin protein enerji malnutrisyonu gostergesi
oldugunu gosteren bircok yayin vardir. Malnutrisyonlu hastalarda karaciger proteinlerinin
serumda disuk duzeylerde bulunmasinin nedeni olarak, bu proteinlerin Uretim azligi 6ne
surdlmistar (70). Prealbumin beslenme durumundaki degisikliklere erken yanit vermesi
nedeniyle iyi bir protein-enerji malnutrisyonu belirtecidir (58). Prealbuminin tek basina ya da
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CRP ile birlikte, besin destegi monitdrizasyonunda en duyarli parametre oldugu (54) ve
konsantrasyonunun protein-enerji nutrisyonunun derecesiyle korelasyonu birgok calismada
gogerilmistir (70). Moskowitz ve ark. (91) premature infantlarda yaptiklar: bir ¢alismada;
prealbuminin nutrisyonel degerlendirmede bu yas grubunda da antropometrik 6lciimlere ve
albumine oranla daha duyarli bir belirteg oldugunu gostermislerdir. Bir diger karaciger
proteini olan TRF nin, agir protein enerji malnutrisyonunda serum duzeylerinin distigine
dair kesin kanitlar olsa da 1limli, subklinik malnutrisyonda genis deger araliklarimin rapor
edildigi farkli galismalarin varligi nedeniyle bu konuda net bir kant yoktur. Ayrica serum TRF
duzeyleri karaciger hastaliklari, nefrotik sendrom, neoplastik hastaliklar ve anemi gibi birgok
durumdan etkilenir (91). Demir eksikliginde diizeyinin artisi, TRF nin bir beslenme belirteci
olmasini zorlastirmaktadir. Besin eksikligine siklikla eslik eden demir eksikliginde karaciger
TRF sentez ve salinimint arttirir. Hasta demir ve protein dizeyleri yoninden eksikse
transferrin dizeyleri normal referans araliginda kalir (69). Serumdaki miktar1 diyetle
duzenlendiginden beslenmenin degerlendirilmesinde birgok calismada IGF-1 diizeylerine de
bakilmisgtir (71). Prepubertal donemde saglikli gocuklarda yapilan bir caligmada IGF-1
duzeylerinin BMI ile korelasyon gosterdigi ve bu populasyonda beslenmenin
degerlendirilmesinde kullanimi igin uygun bir biyokimyasal belirte¢ oldugu gosterilmistir
(92). Kwashiorkor ve Marasmusta | GF-1 dizeylerinin distklUgi ve besin desteginden sonra
duizeylerinin protein ve enerji alimi ile korele bir sekilde yukseldigi gosterilmistir (71). Ayrica
|GF-1, inflamasyon, enfeksiyon, demir eksikligi anemisi gibi durumlardan daha az etkilendigi
icin diger plazma proteinlerine oranla daha duyarli bir beslenme belirtecidir (93).

Serum karaciger protein seviyelerinin, beslenme durumu ile dogrudan iligkili
olmadigint gosteren calismalar da vardir. Malnutrisyona ancak enflamasyonla seyreden
kronik bir hastalik eslik ettiginde karaciger proteinlerinde dustkltk (enflamasyona sekonder
basta IL-6 olmak Uzere sitokinlerin artisina bagli) gdzlenebilecegi 6ne strilmisttr. Ancak bu
protein duzeylerinin ciddi kronik hastaliklarda mortalite ve morbidite ile yakin iliskili oldugu
gogerilmistir (66). Bizim calismamizda da serum prealbumin ve TRF dizeyleri agisindan
hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark gosterilememistir (sirasiyla p= 0,412 ve
p=0,213) (Tablo 15). Ancak orta ve agir malnutrisyonlu hastalar1 ayni grup altinda toplayarak
yaptigimiz karsilastirmada bu hastalarin TRF duzeylerinin kontrol grubuna gore anlamli
distik bulunmas:t (p= 0,018) (Tablo 15) hafif malnutrisyonda TRF dizeylerinin daha az
etkilendigini dustindurdr. Serum | GF-1 diizeyleri ise hem tum malnutrisyonlu hastalar1 igeren
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grupta hem de agir ve orta derecede malnutrisyonlu hastalari igeren grupta kontrol grubuna
gore anlaml1 disuk bulunmustur (sirastyla p=0,009 ve p= 0, 007) (Tablo 15). IGF-1'in hem
tum beslenme belirtegleri (Tablo 18) ile hem de BGA (Tablo 17) ile anlamli korelasyon
gogerdigi de saptanarak IGF-1 in malnutrisyon gostergesi olarak daha duyarli oldugu
kanisina ulasilmistir.

Beslenmenin degerlendirilmesinde, vicut demir durumunu zayif Olglde yansittigi
bilinse de demir 6lcimi hala siklikla kullamilmaktadir. Bizim ¢alismamizda serum demiri
malnutrisyonlu grupta, kontrol grubuna gore anlamli distk bulunmustur (p=0,006) (Tablo
15). Ayrica demir ile BGA arasinda olumlu yonde, orta derecede ve anlamli korelasyon
bulunmas: hastalardaki disuk serum demir dizeyini destekleyen bir bulgudur. Yine
calismamizda demir ile TDBK ve TRF arasinda olumlu yonde, orta derecede ve anlamli
korelasyon bulunmustur. Demir eksikligi anemisinin aksine; hasta grubunda serum demiri
duserken, TRF ve TDBK duzeylerinin artmamasinin nedeni, malnutrisyonda bu proteinlerin
sentezinin yeterli olmamasina bagli olabilir.

Ferritin de kisa Gmirlt olmas: nedeniyle iyi bir beslenme belirtecidir fakat hem demir
eksikligi hem de (akut faz reaktant: oldugu icin) infeksiyon, karaciger hastaligi veya cesitli
inflamatuvar durumlardan etkilenir (93). Protein-enerji malnutrisyonunda ise ferritin
duzeylerinin yikseldigi ve transferrin ile negatif korelasyon gosterdigi birgcok calisma ile
gogerilmistir. Yaslar1t 15-72 ay arasinda olan 17 agir 6demat6z malnutrisyonlu gocukta
yapilan bir calismada ferritin konsantrasyonu kontrol grubuna gore anlamli yuksek
bulunmustur (94). Bir yil boyunca tedavi alan AN’li 14 adolesanda yapilan bir ¢calismada ise
baslangicta yuksek olan ferritin diizeylerinin giderek dustigt fakat kontrole kiyasla yuksek
kaldig1 saptanmustir (95). Bizim ¢alismamizda da hasta grubu serum ferritin diizeyleri kontrol
grubuna goére yiksek bulunmustur. Fakat bu yikseklik, hasta ve kontrol grubunun
ortalamalar1 arasinda oldukca fazla fark olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
bulunmamigtir. Bu durumun sebebi olgularin ferritin dizeylerinin ¢ok genis bir aralikta
dagilmasi olabilir. Agir ve orta malnutrisyonlu hastalar: bir grup altinda toplayarak yaptigimiz
karsilastirmada ise hasta grubunda ferritin dizeyleri kontrol grubuna gore anlamli yuksek
bulunmustur. Serum ferritin ile TRF dizeyleri arasinda olumsuz yonde, orta derecede ve
anlaml1 bir korelasyon saptanmustir (r= - 0,442 ve p= 0,001) (Tablo 18). Bu bulgular ferritin
yuksekliginin malnutrisyonun ile iliskisini desteklemektedir.
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Son zamanlarda yapilan calismalarda besinsel ¢inko eksikligi olan topluluklarda
¢inkonun lineer buylime Uzerinde etkili bir mikrobesin oldugu ileri strdlmustir. Cinko
eksikligi olan gocuklarin ¢zellikle okul ve okul 6ncesi donemde beslenmelerine yapilan ¢inko
ilavesinin, hem lineer blyumeyi arttirdigt hem de diyare ve respiratuvar sistem
enfeksiyonlarinin gorilme sikligim ve siddetini azalttigi gosterilmistir (68). 0-13 yas arast
cocuklarda yapilan 22 ayr1 calismadan olusturulan bir meta-analizde cinko replasman
tedavisinin blytme Gzerine etkisinin ginko eksikliginin derecesine ve ginko desteginin dozu
ve siresine bagli olarak degiskenlik gosterdigi ortaya konmustur (74). Thakur ve ark. (75)
yaslart 3 ay -5 yas arasi olan agir malnutrisyonlu ¢ocuklarda yaptiklari ¢alismada, serum
cinko ve bakir dizeylerinin malnutrisyonlu grupta (n= 80), kontrol grubuna (n= 37) gore
anlaml1 Ol¢tide dusik oldugunu gostermislerdir. Malnutrisyonlu gocuklarda hipoproteinemi
ile serum bakir ve ¢inko seviyelerinin dusuklUgt birliktelik gostermistir (75). Bizim
calismamizda ise malnutrisyonlu ¢ocuklardaki serum ¢inko diizeyi kontrol grubuna gore daha
dustk olmakla beraber aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p= 0,221)
(Tablo 15). Bu durum bizim hasta grubumuzda az sayida agir malnutrisyonlu cocuk
bulunmasina bagl1 olabilir.

Yirmi yili askin bir stredir alkol tiketiminin biyokimyasal belirteci olarak kullanilan
CDT, katabolik hasta grubunda ilk kez 2001 yilinda yapilan bir calismayla gundeme
gelmistir. Reif ve ark.in yaptiklar1 bu calismada, Uclni anoreksiya nervozalilarin
olusturdugu, yeme bozukluklarina bagli kilo kaybi olan katabolik siregteki 12 psikiyatri
hastasinda oransal CDT diizeyleri % CDT-TIA yontemiyle analiz edilmistir. CDT’nin hasta
grubunda ortalamasi % 6,7 olarak bulunmus ve esik deger % 6 alindiginda CDT’ nin tamsal
duyarlilig1 % 63 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu ise alkol almayanlar/sosyal igiciler ve
agir igiciler olmak Uzere ikiye bolunmustir. Kontrol gruplarinda ortalama sirasiyla %4,4 ve %
5,8 olarak bulunmustur. Agir igicilerin olusturdugu grupta CDT'nin tamsal duyarlilig: ise
katabolik hasta grubundan oldukca distik (% 33) bulunmustur. Bu ¢alismadan ¢ikan sonug,
katabolik surecin CDT duzeylerini etkiledigi ve bu parametrenin bu hasta grubunda alkol
kullanimint degerlendirmede tek basina glivenilir bir parametre kabul edilemeyecegidir (14).
Fakat hasta sayisimin azlhigi ve kullamilan yontemin gegerliliginin IEF, HPLC ve CE gibi
yontemlere kiyasla duisiik olmast bu galigmanin guvenilirligini azaltmaktadir.
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Yine aym ekibin 2005 yilinda yaptiklar: arastirmada CDT nin AN’nin ciddiyeti ve
prognozu ile iliskisi arastirilmigtir. Anoreksiyali hastalarin % 57’'sinde CDT yuksek
bulunmustur. CDT seviyesi baslangigta yiksek olan grubun, tedaviye daha zayif cevap
verdigi, daha kotl prognoza egilimli oldugu gozlenmistir. Ayrica hastalarin BMI’leri ile CDT
dizeyleri arasinda negatif korelasyon saptanmis, tedavi ile CDT'deki dusUse paralel
BMI'lerinin de normale dondiglt gosterilmistir (13). Fakat burada calisilan yontemin
belirtiimemesi ve sonuclarin CDT nin Ust esik degerinin ylzdesi olarak verilmesi bu ¢alisma
verilerinin, diger arastirmalarda bulunan sonuglarla karsilastiriimasim guglestirmektedir (87).

Bu konuda 2007 yilinda Arndt ve ark.'in (12) yaptigi en son arastirmada ise
anoreksiyalilarda CDT duzeyleri Uc¢ farkli yontem ile olculmustir. HPLC ve CE
yontemleriyle CDT'’yi olusturan en 6nemli izoform olan disiyalotransferrin saptanabilmis, a-
ve monosiyalotransferrrin izoformlar: saptanamamis olup disiyalotransferrin total CDT olarak
kabul edilmistir. Her iki yontemle CDT normal olarak degerlendirilmistir. HPLC yonteminde
trisiyalotransferrin hastalarin % 67’ sinde yilksek bulunmus, bu serumlarda TIA yontemiyle
oransal CDT olculdiginde % 44 Ginde esik deger olarak kabul edilen % 2,6 min Gzerinde
yikseklik saptanmustir(12). Bu durum % CDT-TIA yonteminde ayirimin anyon alisverisi
prensibine dayali1 kolonlarda gergeklestirilmesi nedeni ile trisiyalotransferrinin CDT’ den
ayrilamamasina baglanmistir. Fakat HPLC yontemi ile trisiyalotransferrin  yuksekligi
gogterilmis olan orneklerin %CDT-TIA yonteminde sadece % 44 (inde CDT’nin yiksek
bulunmas: celiskilidir. Bu calismada HPLC ve CE yontemleri ile analiz edilen serumlarda
trisiyalotransferrin - diizeylerinin - yiksek bulunmasi, hipokalorik malnutrisyonda bu
izoformunun olasi degisiminin dahaileri calismalarla arastirilabilecegini disundirmistir.

Malnutrisyonun glikozilasyon Uzerine olasi etkisini ortaya koymak icin tim transferrin
izoformlarinin dagilimt incelendiginde karbohidrat1 eksik olarak bilinen &, mono- ve
disiyalotransferrin izoformlarinin dagilim ytzdeleri, malnutrisyonlu grupta kontrol grubuna
gore yuksek bulunsa da bu yuksekligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmstir
(Tablo 16). Agirr ve orta malnutrisyonlu olgulari bir grupta toplayarak yaptigimiz
degerlendirmede ise bu hastalarda oransal a ve disiyalotransferrin degerlerinin kontrol
grubuna gore anlaml: ytksek bulunmasi (sirasiyla p= 0,046 ve p= 0,036) (Tablo 16), olgularin
malnutrisyon derecesi arttikga glikozilasyon agisindan anlamli bir fark bulunabilecegini isaret
etmektedir. Yam sira monosiyalotransferrin dizeyleri agisindan agir malnutrisyonlu hasta

grubu ile hem kontrol grubu hem de hafif malnutrisyonlu hasta grubu arasinda anlamli fark
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bulunmustur (sirasiyla p=0.049, p= 0,041) (Sekil 25). Daha 6nce bu hasta grubunda tim
izoformlarin  dagilimimin ayri  ayri  degerlendirildigi  bir ¢alisma  olmadigindan
monosiyolotransferrin dizeyleri ile ilgili bir arastirmaya rastlanmamistir. Hasta ve kontrol
grubu trisiyalotransferrin duizeyleri agisindan degerlendirildiginde ise Arndt ve ark’ in yaptigi
calisgmanin aksine hasta grubunda bu izoform agisindan anlamli olmayan ¢ok az bir dustklik
saptanmustir (Tablo 16). A-,mono- ve disiyalotransferrin toplanarak bulunan CDT degerleri
anlamli olmamakla beraber hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla yiuksek bulunmustur
(Tablo 16). Malnutrisyonun siddeti ile transferrinin glikozilasyonu arasindaki iligki
incelendiginde ise BGA ile disiyalotransferrin ve CDT arasinda olumsuz yonde, orta derecede
ve anlamli korelasyon (p= 0,017 ve r=-0,292, p= 0,007 ve r=-0,328 ) (Tablo 17) bulunmasi,
bu belirteglerin katabolik siireg ile iligkisini destekleyen bir bulgudur.

Kronik alkol aliminda CDT'nin artis mekanizmasi henliz tam anlasiimamakla birlikte
etanol veya onun metaboliti olan asetaldehitin, golgide, N-glikan zinciri sentezini etkiledigi
dustuntlmektedir. Stibler ve Borg (10) , akoliklerin serumunda galaktozil transferaz ve N-
asetilglukozaminiltransferaz aktivitelerinin azaldigim ve bu 6rneklere in-vitro asetaldehit
eklenmesinin enzim aktivitesini ayrica dusUrdiguni gostermislerdir. Katabolik siregte
oransal CDT’ nin artmasinda olast mekanizmanin acliga bagli olarak kanda artan asetoasetatin
alkol metaboliti olan asetaldehite yapisal benzerligi nedeni ile enzim inhibisyonu yapmasi
olabilecegi ileri surtlmustir (14). Katabolik siregte protein glikozilasyonunda degisikliklere
yol agan olasi mekanizmalar hakkindaileri arastirmalara gereksinim vardir.

Calismamizin kisithiliklars;

1. Yontem performansint analitik agidan degerlendirmeye yonelik olarak TRF
izoformlar1 ve % CDT igin standart materyal olmayisi

2. Agir malnutrisyonlu grubun az sayida ¢cocuktan olusmast

3. Bu yas grubunda TRF izoformlari ve % CDT icin bilinen referans araliklarinin

olmayis1
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5.2. SONUC VE ONERILER

Katabolik hasta gruplarinda CDT izoform analizi yapilan ¢aligmalarin sinirli sayida
olmasi ve farkli yontemlerle yapilan calismalarda farkli izoformlarin yiksek bulunmas:
nedeniyle katabolik sirecin transferrin izoformlart ile iliskiss heniz tam olarak
anlagilamamustir. Malnutrisyon da katabolik stirecin hakim oldugu bir durumdur ve bu konuda
olgu grubunu sadece malnutrisyonlu hastalarin olusturdugu bir calisma yoktur. Ayrica
katabolik hastalarda yapilan calismalarda genellikle oransal CDT (zerine yogunlasilmis,
CDG'li hastalarda oldugu gibi referans yontem olan IEF ile tiim izoformlarin degerlendirildigi
bir calisma yapilmamistir. Bizim calismamz  malnutrisyonlu hastalarda tim TRF
izoformlarimn referans yontem olan I1EF ile degerlendirildigi ilk calismadir. IEF yonteminde
%CDT vyi olusturan a, mono- ve disiyalotransferrin bantlari net olarak ayrilabilmekte ve
trisiyalotransferin ile interferans soz konusu olmamaktadir. Malnutrisyonlu olgularin timuna
iceren hasta grubunda oransal CDT ve onu olusturan izoformlarin kontrol grubuna kiyasla
yuksek oldugunun goézlenmesi, ayrica agir ve orta malnutrisyonlu olgular: kapsayan grupta a-
ve disiyalotransferrin oranlarinin kontrol grubuna kiyasla anlamli yuksek olmasi bu konuda
daha genis gruplarda daha ileri calismalara zemin olusturmaktadir. Daha agir malnutrisyon
olgularinda ya da katabolik siireg ile seyreden diger hastaliklarda IEF yontemi ile yapilacak
calismalar glikozilasyon degisikliklerini ortaya koyabilir.
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6.2. EKLER

EK-1

BiLGILENDIRILMIS ONAM FORMU (Goniillii )

Sayin anne / baba,

Malnutrisyon vicutta besin yetmezligi sonucu olusan ve vicutta yikim siirecinin
(katabolik streg) arttigi bir durumdur. Cocuklarda malnirisyon dogrudan beslenme
eksikligine bagl1 olabilecegi gibi, kronik ishal veya kronik hastalik sonrasinda da gelisebilir.
Bu ¢ocuklarda malnutrisyonun tanisi ve siddeti, saglikl yasitlarimin boy ve kilolar1 g6z 6niine
alinarak belirlenir.

Bu calismada, malnutrisyonda gelisen katabolik slrecin vicutta dnemli islevleri olan
glikoproteinlerin yapimint nasil etkiledigi incelenecektir. Bu amagla bir glikoprotein olan
transferrinin  izoformlarindaki degisim analiz edilecektir. Transferrin izoformlarindaki
degisim beslenme durumunun gostergesi olan diger parametreler ile de karsilastirilacaktr.
Boylece beslenme yetersizliginin siddeti ile glikoproteinlerin yapim arasindaki iligki ortaya
konacaktir. Bu galisma ile beslenme yetersizliginde ortaya gikan metabolik degisiklikler ve
bunlarin olasi mekanizmalar1 daha iyi anlasilmis olacaktir. Bu calismanin katilan kisilere
dogrudan ve kisa vadede tibbi bir yarari olmayacaktir, ancak beslenme durumunun gostergesi
olan tum parametreler Olglleceginden hastanin ayrintili bir degerlendirmesi  yapilmig
olacaktir.

Calismaya Dokuz Eylul Universitess Tip Fakiiltesi, Cocuk Gastroenteroloji ve
Beslenme poliklinigine zayiflik yakinmasi ile getirilen, dykustinde beslenme bozuklugu veya
kronik ishali olan 0-5 yas arasi 30 ¢ocuk amnacaktir. Kontrol grubu olarak da hasta grubuna
benzer yas ve cinste olan rutin saglik kontroll igin gocuk poliklinigine bagvuran saglikli 30
cocuk alinacaktir.
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Ilk basvuruda tim hastalardan rutin olarak tam kan sayimi, rutin idrar analizi, serum IgA
duzeyi ve ¢olyak antikorlar1 (antigliadin antikor 1gA ve 1gG, antiendomisyum antikoru 1gA),
diskida parazit, yag ve indirgeyici madde istenecektir.

Hastalardan, rutin istenen tetkiklere ek olarak bu calisma kapsaminda sadece ilk
basvuru aninda, transferrin izoformlarint ve beslenme belirtegleri olan transferrin, prealbumin,
IGF-1, cinko, demir, demir baglama ve ferritin dizeylerini degerlendirmek icin 5 ml kan
alinacaktur..

Bu arastirma kapsaminda rutin incelemeler icin yapilan kan alimi disinda baska bir
girisim yapilmayacaktir. Rutin kan testleriniz ic¢in alinacak kamn bir bolimuni (/2 tap; 5
ml) bu arastirmaya yardimci olmak Uzere kullanabilmemiz icin musadenizi istiyoruz. Bu
calisma icin kan sadece bir kez alinacaktir. Bu islem gondllUlerin ortalama 10 dakikasin
alacaktir. Gonullinun galisma igin ikinci bir kez hastaneye gelmesine gerek yoktur. Kan aima
srasinda, kan alinan bdlgede hematom (cilt alti kanama) gordlebilir. Bunu 6nlemek igin
pamukla basi yapilacaktir. Bunun haricinde bir problem gortldigiinde asagida verilen telefon
numarasindan sorumlu hekim Oznur ERSOY’ a ulasilacaktir.

Bu calisma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gerceklestirilecek
diger islemlerin masraflar size veya guvencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir
kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir. Gonulli bu calismaya katilmay: red etme ya da
arastirma bagladiktan sonra devam etmeme hakkina sahiptir. Bu ¢alismaya katilmamz veya
basladiktan sonra herhangi bir safhasinda ayriimamz daha sonraki tibbi  bakimimzi
etkilemeyecektir. Arastirmaci da génullinin kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma dist
birakabilir. Bu galismada yer aldigimz sire igerisinde kayitlarimizin yani sira iliskili saglik
kayitlarimz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlarimz kurumun yerel etik kurul
komitesine ve Saglik Bakanligina agik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz
yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve
raporda kullanilirken bu yayinda ¢ocugunuzun ismi kullamlmayacak ve veriler izlenerek size
ulasilamayacaktir.

Y ukarida gondlllye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar
hakkinda bana yazili ve sbzli aciklamalar yapildi. Bu kosullarla sz konusu klinik
arastirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay: kabul ediyorum.
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GOonullinin (veli)

Adi:
Soyadt:
Tarih:
Tel:
Adres:

imza

Olur Alma islemine Basindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus Gérevlisinin:

Adi:
Soyadt:
Tarih:
Adres:

imza

Arastirma’Y apan Arastirmacinin
Adr:Oznur

Soyadi:BiLEN

Tarih:

Tel: 0505 430 24 55, 0232412 2559

Adres: 1710 sokak no:58 Kat:3 Karsiyaka / izmir

imza
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EK-2

BiL GILENDIRILMIS ONAM FORMU ( Saglikli Goniillii)

Sayin anne / baba,

Malnutrisyon vicutta besin yetmezligi sonucu olusan ve vicutta yikim stirecinin (katabolik
sireg) arttigi bir durumdur. Cocuklarda malndrisyon dogrudan beslenme eksikligine bagli
olabilecegi gibi, kronik ishal veya kronik hastalik sonrasinda da gelisebilir. Bu ¢ocuklarda
malnutrisyonun tamsi ve siddeti, saglikli yasitlarinin boy ve kilolart gz 6niine alinarak
belirlenir.

Bu calismada, malnutrisyonda gelisen katabolik sirecin vicutta onemli islevleri olan
glikoproteinlerin yapimini nasil etkiledigi incelenecektir. Bu amagla bir glikoprotein olan
transferrinin  izoformlarindaki degisim analiz edilecektir. Transferrin izoformlarindaki
degisim beslenme durumunun gostergesi olan diger parametreler ile de karsilastirilacaktr.
Boylece beslenme yetersizliginin siddeti ile glikoproteinlerin yapim arasindaki iligki ortaya
konacaktir. Bu galisma ile beslenme yetersizliginde ortaya gikan metabolik degisiklikler ve
bunlarin olasi mekanizmalar1 daha iyi anlasilmis olacaktir. Bu calismamin katilan kisilere
dogrudan ve kisa vadede tibbi bir yarar1 olmayacaktir, ancak beslenme durumunun gostergesi
olan tim parametreler dlglleceginden gocugunuzun ayrintili bir degerlendirmesi yapilmis
olacaktir.

Calismaya Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Gastroenteroloji ve Beslenme
poliklinigine zayiflik yakinmas: ile getirilen, 6ykisinde beslenme bozuklugu veya kronik
ishali olan 0-5 yas arast 30 ¢ocuk alinacaktir. Kontrol grubu olarak da hasta grubuna benzer
yas ve cinste olan rutin saglik kontrolt igin gocuk poliklinigine bagvuran saglikli 30 ¢ocuk
alinacaktir.

Hastalardan, bu calisma kapsaminda sadece ilk bagvuru aminda, transferrin izoformlarini ve
beslenme belirtecleri olan prealbumin, IGF-1, ¢inko, demir, demir baglama ve ferritin
duzeylerini degerlendirmek icin 5 ml kan alinacaktur..
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Bu arastirma kapsaminda kan alimi disinda bagka bir girisim yapilmayacaktir. Bu arastirmaya
yardimci olmak Uzere, alinacak olan kam (/2 tap; 5 ml ) kullanabilmek igin misadenizi
istiyoruz. Bu calisma igin kan sadece bir kez alinacaktir. Bu islem saglikli gonalltlerin
ortalama 10 dakikasint alacaktir. Saglikli gonulltnin galisma igin ikinci bir kez hastaneye
gelmesine gerek yoktur. Kan alma sirasinda, kan alinan bdlgede hematom (cilt alti kanama)
gorulebilir. Bunu o6nlemek icin pamukla basi yapilacaktir. Bunun haricinde bir problem
gorildigiinde asagida verilen telefon numarasindan sorumlu hekim Oznur ERSOY’a
ulasilacaktir

Bu calisma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gerceklestirilecek
diger islemlerin masraflar size veya guvencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir
kurum veya kurulusa odetilmeyecektir. Gonulli bu calismaya katilmay: red etme ya da
arastirma bagladiktan sonra devam etmeme hakkina sahiptir. Bu ¢alismaya katilmamz veya
basladiktan sonra herhangi bir safhasinda ayriimamz daha sonraki tibbi  bakimimzi
etkilemeyecektir. Arastirmaci da gonullinin kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma dis1
birakabilir. Bu galismada yer aldigimz sire igerisinde kayitlarimizin yani sira iliskili saglik
kayitlarimz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlarimz kurumun yerel etik kurul
komitesine ve Saglik Bakanligina agik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz
yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve
raporda kullanilirken bu yayinda ¢ocugunuzun ismi kullamilmayacak ve veriler izlenerek size
ulasilamayacaktir.

Y ukarida gondlliye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar
hakkinda bana yazili ve sozli aciklamalar yapildi. Bu kosullarla sz konusu klinik
arastirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay: kabul ediyorum.
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GOonullinin (veli)

Adi:
Soyadt:
Tarih:
Tel:
Adres:

imza

Olur Alma islemine Basindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus Gérevlisinin:

Adi:
Soyadt:
Tarih:
Adres:

imza

Arastirma 'Y apan Arastirmacinin
Adr:Oznur

Soyadi:BILEN

Tarih:

Tel: 05054302455 , 02324122559

Adres: 1710 sokak no:58 Kat:3 Karsiyaka / izmir

imza
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