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TESEKKUR

Uzmanlik egitimim ve tez ¢alismalarim sirasinda oncelikle, bu zorlu stirecin her
saniyesini benimle birlikte yasayan, paylasan sevgili esim Ihsan Erten’edestegi,
anlayis1 ve fedakarligi i¢in tesekkiir ederim.

Tez galigmama yaptiklar1 katkilardan dolay1r danisman hocalarim Prof. Dr. Nuray
Ulusu ve Dog. Dr. Z. Ginnur Dikmen’e, Merkez Laboratuvari’ndaki rotasyonum
sirasinda sagladigr imkanlar nedeniyle Prof.Dr.Filiz Akbiyik’a ve uzmanlik
egitimimde emegi gecenTibbi Biyokimya Anabilim Dali’ndaki tim hocalarima

tesekkiir ederim.

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Birimi (Proje No: 887) tarafindan

desteklenmistir.



OZET

Iseri-Erten, S.O., Biyotinidaz enzim eksikliginin degerlendirilmesinde
spektrofotometrik ve florometrik yontemlerin Kkarsilastirnlmasi, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Uzmanlhk Tezi. Ankara,
2014.Biyotin, karboksilasyon tepkimelerine katilan enzimler tarafindan kofaktor
olarak kullanilansuda ¢6ziinen vitamindir. Biyotin bagimli karboksilazlara karboksil
tastyicist olarak rol oynar. Bu enzimler, glukoneojenez, yag asit metabolizmasi ve
amino asitkatabolizmasinda ve biyotin metabolik homeostazinin saglanmasinda
onemli rol alir.Biyotinidaz,endojen ve diyetle alinan biyotinin doniisiimiinii saglar.
Biyotinidaz enzim eksikligi otozomal resesif ge¢isli olup biyotin doniisiimiinde
bozuklukla karakterizedir. Tedavi edilmedigindendrolojik ve kutandz semptomlara
yol acar.Akraba evliliklerinin  yaygin oldugu (%26)Orta Anadolu’dabiyotinidaz
enzim eksikligi sik goriilmektedir.Farmakolojik dozda biyotin vitamini takviyesi ile
hastalik semptomlarinin azalmast ve Onlenmesi saglanabilir. Yenidoganlarda
biyotinidaz enzim eksikligi taramas1 Ulkemiz dahil pek ¢ok ulkede uygulanmaktadir.
Biyotidinaz enzimi aktivitesinin tayini spektrofotometrikve florometrik yontemle
yapilabilir. Spektrofotometrik yontemde biyotinidaz enzim aktivitesi tayini i¢in“n-
biyotinil-p-aminobenzoat”, florometrik yontemde ise “biyotinil-6-aminokinolin”
substrat olarak kullanilir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, florometrik yontemin fakiltemizde kurulmas: tizerinde
calisild1. Farkli iki metodun (spektrofotometrik ve florometrik) sonuglari
karsilastirilarak avantaj ve dezavantajlaridegerlendirildi.

H.U. Cocuk Hastanesi, Metabolizma Unitesine, 1 yillik siire iginde, BTD enzimi
eksikligi siiphesi ile bagvuran ve kantitatif BTD 6l¢timii istenen yenidogan, cocuklar
ve ana-babalar1 (n=52) calismamiza dahil edilmistir. Calismanin etik kurul izni,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 23.01.2013 tarih ve LUT 12/178-12 numara ilealinmistir. Referans
aralig1 florometrik yontemde 3,53-3,79 U/L, spektrofotometrik yontemde ise 4,4-12
U/L olarak kabul edilmistir.Bulgularimiza gore biyotinidaz aktivitesinin oda 1sisinda
ve 4°C’de 2 saat, -20°C’de 2 ay ve -80°C’de aylarca stabil kalabilmektedir. Genetik

ve klinik muayene sonuglarina gore calisma grubunun %25°1 tam enzim eksikligi,



%15’1 kismi enzim eksikligi, %60’1 ise saglamlardan olusmaktadir. Tam enzim
eksikligi olanlar 10 mg/giin biyotin, kismi enzim eksikligi olanlar ise 5 mg/giin
biyotin ile tedavi edilmektedir. Florometrik ve spektrofotometrik 6lciimde ROC
egrisi altinda kalan alan sirasiyla 0,960%0,25 ve 0,927+0,41 6l¢lilmiistiir. Florometrik
testin duyarliligt %100, ozgilligi %97 olarak saptanirken, spektrofotometrik
yontemin duyarliligi %90,5; 6zgiilliigii %93,7 bulunmustur. Sonug olarak duyarliligi
ve Ozgilliigii daha yiliksek bulunan florometrik yontem, biyotinidaz eksikligi olan

hastalarda dogru taniy1 koymada spektrofotometrik yontemden daha Gstundr.

Anahtar kelimeler: Biyotinidaz, spektrofotometri, florometri

Destekleyen kurulus: HUTF Bilimsel Arastirmalar Birimi Proje No: 887
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ABSTRACT

Iseri-Erten, S.0., Comparisson of spectrophotometric and flourometric methods
in evaluation of biotinidase deficiency. Hacettepe University Medical Faculty,
Clinical Biochemistry specialty thesis. Ankara, 2014.Biotin, a water-soluble
vitamin, is used as a co-factor by enzymes involved in carboxylation reactions. It
functions as the carboxyl carrier for biotin-dependent carboxylases which catalyze
gluconeogenesis, fatty acid metabolism and amino acid catabolism, thus biotin plays
an essential role in maintaining metabolic homeostasis. Biotinidase catalyses the
recycle of biotin from endogenous and dietary sources.

Biotinidase deficiency is an autosomal recessively inherited disorder of biotin
recycling that is associated with neurologic and cutaneous consequences whenremain
untreated. In central Anatolia where marriages between relatives are very common
(26%),the insidance of biotinidase deficiency is high. Fortunately, the clinical
features of the disorder can be ameliorated or prevented by administering
pharmacological doses of the vitamin biotin.Neonatal screening forbiotinidase
deficiency is conducted in many countries including our country.

Spectrophotometric or fluorometric assays are used to measure biotinidase activity.
The enzyme activity is determinedspectrophotometrically by measuring the
hydrolysis of  “n-biotinyl-p-aminobenzoate”  substrate  while  “biotinyl-6-
aminoquinoline”is used as a substratein the fluorometricmethod.

In this study, we aim to set fluorometric method in our hospital and compare the
results of the colorimetric and fluorometric methods, additionally to evaluate the
advantages and disadvantages of both methods.

Study group were chosen among the BTD deficiency suspected newborn, children
and parents (n=52) who applied to Hacettepe University Pediatric Metabolism Unit,
for the BTD activity check up. Ethical approval was takenfrom Hacettepe
UniversityMedical FacultyClinical Research Ethics Committee (date: 23.01.2013and
number: LUT 12/178-12).Reference range for fluorometric method is 3,53-3,79 U/L
and for spectrophotometric method is 4,4-12 U/L. According to our results,
biotinidase activity is stable for 2 hours at room temperature and at 4°C, 2 months at

-20°C and several months at -80°C. Genetic and clinical results showed that 25% of



Vii

the total patients have complete BTD deficiency and treated with 10 mg/day biotin
while 15,38% of the patients have partiel BTD deficiency and had 5 mg/day biotin
treatment. When area under the ROC curve was measured for fluorometric and
spectrophotometric method, it was found as 0,960+0,25 and 0,927+0,41 respectively.
Fluorometric method showed 100% sensitivity and 97% specificity whereas
spectrophotometric method showed 90,5% sensitivity and 93,7% specificity. As a
result, we can conclude that fluorometric method is superior to spectrophotometric

method due to higher sensitivity and specificity.

Keywords: Biotinidase, spectrophotometry, fluorometry

Supported by: Hacettepe University Medical FacultyScientific Research Department,
Project No: 887
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. Biyotinidaz (EC 3.5.1.12) Enzim Eksikligi

Insan biyotinidaz geni (OMIM609019), 1994 yilinda tanimlanmistir (Cole ve
ark., 1994a; b). BTD, 543 aa’ten olusan, tek gen (BTD geni) tarafindan kodlanan ve
kromozomun 3p25 bdlgesinde yer dan monomerik bir enzimdir (Cole ve ark.,
1994a; b). BTD geni en az 23 kb genomik DNA’dan olusan, 4 ekson ve 3 introna
sahiptir (Knight ve ark., 1998). BTD geninde hastaliga yol acan 100’iin iizerinde
mutasyon tanimlanmistir (Hymes ve ark., 2001).

Vicutta “biyotin dongiisii” adi verilen bir tepkime zinciri iginde serbest
biyotin olusum basamagi i¢in gerekli bir enzim olan biyotinidazin eksikligi ilk kez
giniimiizden 20 yil 6nce Wolf ve ark. (1985) tarafindan tanimlanmistir. BTD
(biyotinidaz) enzim eksikligi otozomal resesif gecisli kalitsal bir hastaliktir ve
organizmada biyotin dongusini bozar. Biyotin dongiisiiniin bozulmasi ise metabolik
asidoz, deri ve norolojik muayene bulgular1 gibi klinik ve laboratuvar bulgularinin
degismesine neden olur (Gulati ve ark., 2000; Rezvani ve Rosenblatt, 2003; Wolf,
2003). Hastalik genellikle tam enzim eksikligi (enzim aktivitesi, normal ortalama
degerin %0-10"u arasinda), veya kismi enzim eksikligi (enzim aktivitesi, normalin
%10-30'u arasinda) seklinde gozlenir. Sirasiyla tam enzim eksikligi ve kismi enzim
eksikliginin goriilme sikligi 1:112,000 ve 1:129,000°dir (Wolf, 2001). Erken yasta
semptom veren ¢ocuklarda genellikle tam enzim eksikligi saptanmistir (Wolf ve ark.,
1983a).

BTD enziminin tam eksikligi olan ve tedavi edilmeyen hastalarda genellikle,
hipotoni, nébet gegirme, ciltte kizariklik, alopesi, gelisme geriligi konjonktivit, optik
atrofi gibi gérme problemleri, isitme kaybi ketolaktik asidoz ve organik asidemilerin
eslik ettigi norolojik ve kutandz semptomlar ortaya ¢ikar (Wolf, 2001). Tam enzim
eksikligi eger tedavi edilmezse, genellikle semptomlar kdtiileserek koma ve dliimle
sonuglanir. Ancak BTD enziminin tam eksikligi oldugu halde erigskin yaslara kadar
semptom vermeyen (Wolf ve ark., 1998) ya da tamamen asemptomatik kalan vakalar
da saptanmistir (Wolf ve ark., 1997; Modlinger ve ark., 2001; Wolf, 2003;).
Heterozigot bireylerde ise enzim aktivites tam eksiklik ve normal degerler arasinda

olacak sekilde saptanabilir.



BTD eksikligi olan hastalarda idrarla baslica biyositin formunda biyotin
atilmi olur ve dolayistyla viicuttan idrarla biyotin kaybi olur (Suormala ve ark.,
1988). Bu hastalarda ilerleyici sekilde biyotin eksikligi gelisir ve bu durum, dolayli
olarak, tiim biyotin bagimli karboksilazlarin aktivitesinde azalma ile sonuclanarak
hayati tehdit eden ciddi hastaliklara yol acar (Baumgartner ve ark., 1985;
Baumgartner ve ark., 1989). Hipotoni, havale, ataksi, gelisme geriligi, cilt kizarikligt,
alopesi bu hastaliklarin tipik bulgularindandir (Baumgartner ve Suormala, 1997,
Wolf, 2001). Mitokondriyal karboksilaz eksikligi, BTD eksikligine bagl olarak ya da
Holokarboksilaz sentetaz (HCS) eksikligi sonucunda gelisebilir. Her ne sebeple
olursa olsun, mitokondriyal karboksilazlarin eksikligi, artmig 3-hidroksiizovalerik
asit, 3-metilkrotonilglisin, metilsitrat ve laktat atilimiyla seyreder ve bu atilim, tam
koymada en 6nemli bulgu olan, organik asidiriye neden olur. Bununla birlikte BTD
eksikliginde, karaciger ve bobrek gibi organlara gore beyinde biyotin eksikligi, gok
daha erken ve ¢ok daha ciddi belirtilerle kendini gosterdigi i¢in, hastalar, heniiz
organik asit atilimina bagli belirtileri gostermeden, ciddi nérolojik bulgularla
gelebilirler (Baumgartner ve ark., 1989).

Tam BTD eksikligi olan hastalar genellikle 3-6 ay arasinda tani alir; ancak
ciddi hastalik semptomlar1 hayatin ilk 2-3 haftasinda goriilmeye baslar (Haagerup ve
ark., 1997). Diger taraftan tam enzim eksikligi olup BTD enzim aktivitess normal
degerlerin %1-3’1 kadar diisiik oldugu halde gozle goriilen klinik belirtileri asla
olusmayan vakalar da saptanmistir, bu vakalarda detayli degerlendirme ile biyotin
eksikligine bagl hafif sikayetlerinin oldugu ortaya konmustur (Suormala ve ark.,
1990; Wolf ve ark., 1997; Moslinger ve ark., 2001).

1.2.  Enzim Eksikliginin Yayginhgi

Dunyada BTD enzim eksikliginin en sik goriildiigi iilkeler ve ayni zamanda
akraba evliliklerinin de en sik rastlandig1 Ulkeler, Turkiye ve Suudi Arabistan’dir
(Pomponio ve ark., 2000a; Pomponio ve ark., 2000b). Bayka ve ark. (1998)’nin
yaptig1 bir ¢alismada Tiirkiye' de BTD enzim eksikliginin goriilme oraninin diinya
ortalamasiin yaklasik 8 kat1 oldugu, yeni doganlarda 1:14800 oraninda goriildigi

bildirilmistir.



Dudak koselerinde yara ve sa¢ dokiilmesi nedeniyle Dicle Universites
Hastanesi ¢ocuk poliklinigine bagvuran 6 yasinda erkek cocuk hastanin hikayesine
gobre, dogumda saglikli oldugu, yaklasik 7 ay anne siitii aldiktan sonra ek gidaya
gegildiginde saglarda dokiilmenin baslamis oldugu, sekiz aylik iken ates ile beraber
nobet gecirme hikayesi bulundugu saptanmistir. Mevcut klinik bulgulara dayanarak
yapilan tetkikler sonucunda hastaya BTD eksikligi tanis1 konup, 5-10 mg/guin biyotin
tedavisi baslanmistir. Cocukta, ilac1 kullanmadigr donemde saglarda dokiilme, agiz,
burun ve goz cevresinde kizariklik, kabuklanma oldugu ve soy ge¢misinde
ebeveynlerin kuzen oldugu tespit edilmistir. Laboratuvar incelemede hemogram,
karaciger fonksiyonlari, serum elektrolitleri, vitamin B12, folat ile serum ¢inko ve
bakir diizeyleri normal sinirlarda bulunmustur. Fenilketoniiri taramasi i¢in kullanilan
filtre kagidina kan emdirilerek yapilan basit kolorimetrik tarama prosediirii ile BTD
diizeyi diisiik olarak saptanmis ancak {iniversitede biyotinin kantitatif olarak 6l¢iimii
yapilamadigindan sadece tarama metodu ile BTD eksikligi tespit edilmistir. Mevcut
bulgulara dayanarak hastaya biyotin 10 mg/giin dozunda baslanmis ve 5 ay sonra
kontrole cagrilan hastanin sa¢larinin uzayip ¢ogaldigi, periorifisyal lezyonlarin ve
yanaklarindaki a¢ik komedon benzeri papiillerin iyilestigi gozlenmistir. Bu vakada
duzensiz ve yetersiz biyotin kullanimina bagl hastalik bulgularinin ortaya g¢iktigi
saptanmistir (Ayhan ve ark., 2011). Bu vaka ornegi, sadece kolorimetrik kalitatif
yontemle tani1 koymanin yeterli olmadigini, ayn1 zamanda kantitatif olarak enzim
miktarini saptamanin dogru tedavi verme ve tedavi takibi i¢in son derece dnemli ve
gerekli oldugunu gostermektedir.

Tam enzim eksikligi olan ¢ocuklar, genellikle hayatin ilk yillarinda havale,
ataksi, hipotoni ve gelisme geriligi gibi norolojik semptomlar, ciltte kizariklik ve
alopesi ile bagvururlar (Wolf, 1991). Optik atrofiyi de kapsayan gérme problemleri
erken tani alan hastalarda seyrektir. Gecikmis klinik bulgu ile yakalanan hastalarda,
daha cok, motor bulgular gozlenir; ekstremite giigsiizliigii, spastik parezi, gorme
bulaniklig1, skotom gibi géz problemleri bunlar arasinda sayilabilir (Wiznitzer ve
Bangert, 2003). Tam enzim eksikligi olan bazi hastalar, adolesan ya da erigkin
yaglara dek asemptomatik olabilmektedir (Wolf ve ark., 1998). Asemptomatik
hastalarin varligi, yeterli rezidiiel enzim aktivitesinin varligina isaret edebilir. Bu tip

hastalarda, stres ya da enfeksiyon varliginda semptomlar ortaya cikabilir.



1.3. Enzim Eksikliginin Tedavis

Tam BTD enzim eksikligi olan cocuklar, yaslarindan bagimsiz olarak
farmakolojik biyotin dozu (5-20 mg/gin) ile tedavi edilmekte ve eksiklik etkin bir
sekilde dnlenmektedir. Dozu yastan bagimsiz sabit tutmak tedavinin titre edilmesini
saglar, bOylece sabit verilen tedavi dozu sayesinde ¢ocuk biiylidiik¢e kilogram basina
surekli azalan miktarda biyotin verilmis olur. BTD eksikligi olan tiim hastalar,
biyotin tedavisine yanit vermislerdir. Bununla birlikte gecikmis tedavi, sensorinoral
isitme kaybi, optik atrofi ve kalici ataksi gibi geri doniisl olmayan hasarlara neden
olur. Biyotin tedavisi ile cogu semptomda iyilesme goriildiigii halde isitme kaybu,
gorme bozukluklar1 ve gelisme geriligi genellikle geri dondurtlemez (Wolf ve ark.,
2002). Bu nedenle yeni doganda erken tani ve tedavi 6nem tasimaktadir; erken tani
koyabilmek icin de, pek cok Ulkede yeni dogan BTD tarama testleri rutin olarak
yapilmaktadir (Wolf, 1991). Ne yazik ki iilkemizde halen ¢ogu bdlgede taramalar
yapilmamaktadir ve bu sebeple genellikle BTD eksikligi olan cocuklara ancak
semptomlar ortaya ¢iktiktan sonra kesin tan1 konulabilmektedir.

Parsiyel BTD eksikligi, genellikle eksikligi olan hastalar semptom verdikleri
icin degil, rutin yeni dogan taramasi sirasinda yakalanirlar. Parsiyel eksikligi
olanlarda %10-30 aras1 enzim aktivitesi bulunmasi nedeniyle tedavinin gerekli olup
olmadigi konusunda eskiden net bir bilgi bulunmamakta idi. Bu nedenle highir
sikayeti bulunmayan c¢ocuklarin tedavi alip almama karar1 ailelerine birakilmisti.
Yapilan takiplerde, tedavi amaya karar veren ailelerin gocuklarinin halen saglikli
oldugu tespit edilmistir. Tedavi almama karar1 alan ailelerin ¢ocuklarinda gegirilen
bir enfeksiyon sonrasinda hipotoni, ciltte kizariklik, sa¢ dokiilmesi gibi tam BTD
eksikligi icin tipik olan bulgularin ortaya c¢iktigi ve biyotin tedavisi sonrasi,
semptomlarinin kayboldugu saptanmustir, Bu tipte artan sayidaki vakalara dayanarak
parsiyel BTD eksikligi tesbit edilen ¢cocuklara 1-5 mg/giin dozunda biyotin tedavisi
verilmesinin uygun olduguna karar verilmistir (McVoy ve ark., 1990).

Sonug olarak; BTD eksikligi cok nadir gorilen bir hastalik olmasina ragmen,
erken tan1 konuldugunda tedavisi miimkiin olan ve dmiir boyu biyotin kullanilmasini
gerektiren bir hastaliktir. Deri lezyonlart BTD eksikliginde uyarici olmasi nedeniyle
erken tanida Onemlidir. Konvansiyonel tedavilere yanit vermeyen periorifisyal

dermatitli yenidoganlar BTD eksikligi agisindan degerlendirilmelidir. Ayrica



hastalik, enzim eksikliginin hafif oldugu olgularda asemptomatik olabileceginden
diger aile bireyleri de BTD eksikligi yoniinden taranmalidir. Bu bilgiler 1s18inda
Ulkemizde BTD enzim eksikliginin tanisin1 koyabilmenin énemi ortaya ¢ikmaktadir.
Biz de bu calismada, BTD enziminin kantitatif miktar tayininde Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Metabolizma Laboratuvar’nda halen
kullanilmakta olan spektrofotometrik yontemin optimizasyonunu ayrica, BTD enzim
olcimu icin yeni florometrik yontemin kurulmasini ve enzim eksikliginin tanisini
koymada spektrofotometrik yontem ile florometrik yontemin etkinliklerinin

karsilastirilmasini amaclamaktayiz.



GENEL BIiLGILER

2.1. Biyotinidaz Enziminin Biyokimyasal Ozellikleri

2.1.1. Biyotinidazin Doku Dagilimi, Yapisi ve GOr evi

Biyotinidaz (EC 3.5.1.12), 70-80 kD glikoprotein yapida olan serum, |10kosit,
fibroblast, karaciger, bobrek ve adrena bez gibi cesitli dokularda aktivitesi
saptanabilen bir enzimdir. Karaciger, serum biyotinidazinin en 6nemli kaynagidir
(Pispa, 1965). BTD aktivitesinin mikrozom ve mitokondrideki varligi bilinirken
(Pispa, 1965) niikleustaki BTD varlig1 tartigmalidir. Stanley ve ark. (2004) tarafindan
niikkleusta BTD enzim aktivitesinin saptanmadigi agiklanmasina ragmen, Pispa
(1965) hiicresel BTD aktivitesinin %26’sinin niikleusta yer aldigini ileri siirer ki;
immiinositokimyasal ¢aligsmalar da bu goriisii onaylamistir (Chew, 2007).

BTD, biyotin dongusiinde rol alan suda ¢oziinen karboksilaz enzimlerinin
kofaktorudur (Wolf ve Feldman, 1982). BTD dogal substrati olan biyositinden ya da
diyetle alinan biyotinlenmis peptidlerden, biyotin ayrilmasini1 ve biyotinin yeniden
kullanilmasini saglar. Ozetle viicuttaki biyotin déngusiinii katalize eden bir enzimdir
(Sekil 2.1).

2.1.2. Biyotinidaz Eksikliginin Metabolik Sonuclari
BTD aktivitesindeki eksiklik, besinlerden biyotin salinmasim1 ya da karboksilaz
proteolizinden sonra biyotin dongusiine giren besinlerden biyotin salinimini bloke
eder. Bu durum da sekonder biyotin eksikligine neden olarak tiim biyotin bagiml
karboksilazlarin [propiyonil CoA karboksilaz (PCC), [ -metilkrotonil CoA
karboksilaz (MCC), piruvat karboksilaz (PC), ve asetil CoA karboksilaz (ACC)]
aktivitesinde kayba neden olur (Wolf ve Feldman, 1982). Bunun sonucu olarak

glukoneojenez, aminoasit katabolizmasi ve yag asit sentezi etkilenir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Biyotin dongiisti.

1. Pirtivat karboksilaz, glukoz katabolizmasinda yer alan enzimdir. Sitrik asit
siklusunda, piriivatin okzaloasetata doniisiimiinii katalize eder. Bu enzimin
aktivitesinin azalmasi, laktik asit ve alanin birikimine neden olur (Sekil 2.2).

2. Propiyonil-CoA karboksilaz, spesifik dalli zincirli aminoasitlerin ve tek
Zincirli yag asitlerinin katabolizmasinda rol alir. Propiyonil-CoA’nin metilmalonil-
CoA’ya doniistimiinii katalize eder. Azalmis propionil-CoA karboksilaz aktivites,
propionat, metil sitrik asit (MCA), ve 3-hidroksipropiyonik asit (HPA) birikimiyle
sonuclanir.

3. 3-Metilkrotonil-CoA karboksilaz, 16sin katabolizmasinda gorevlidir. 3-
metilkrotonil-CoA’nin  3-metilglutakonil-CoA’ya doniisiimiinii katalize eder. 3-
metilkrotonil-CoA karboksilaz (MCC) enziminin eksikliginde, 3-metilkrotonil-CoA
alternatif metabolik yolaklara yonlenir ve bu durum, 3-hidroksiizovalerik asit (3-



HIVA), 3-metilkrotonilglisn (3-MCG), ve izovaerilglisin (IVG) birikimiyle
sonuglanir. Insanlarda idrarla 3-HIVA atilimi, biyotin eksikliginin en erken ve en
sensitif gostergesi olarak diistiniiliir (Stevenson ve ark., 1992; Mock ve ark., 2002)
ancak 3-HPA ve 2- MCA atiliminin boyle bir nemi yoktur (Mock ve ark., 2004).

4. Dordunct karboksilaz, asetil-CoA karboksilaz, baslica sitozolde ve daha az
miktarda mitokondride yerlesiktir. Yag asidi sentezinde asetil-CoA’nin malonil-

CoA’ya doniisiimiinii katalize ederek, hiz kisitlayict basamagi diizenler (Sekil 2.2).

2.2.  Biyotin (Vitamin B7, Vitamin H) ve Fizyolojik Fonksiyonlari

(+)-Biyotin (vitamin H ya da vitamin B7) suda ¢bzinen, imidazol ve
tetrahidrotiyofen halkalarindan olusan yapiya sahip, B vitamini Gyesidir. Laktat ve
piruvat metabolizmasinda bikarbonat bagimli karboksilasyon tepkimelerinde
koenzim olarak rol alir (Sekil 2.2). Ayrica |6sin degredasyonunda, propiyonat

metabolizmasinda da gorevlidir.

Bikarbonat Piruvat
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> ADP + P,
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Sekil 2.2. Biyotinin koenzim olarak rol aldigi piruvatin okzaloasetata doniisiim

tepkimesi.

Biyotin bagimli karboksilazlar iki farkli enzimatik aktiviteye sahiptir ve
tepkimelerini iki basamakta katalize ederler. ik tepkimede biyotin karboksilaz (BC)
komponenti biyotin  kofaktdrinin ~ N1'atomunun  Mg?  ATP-bagimh
karboksilasyonunu katalizler. Bu tepkimede biyotin, CO, dondrii olarak bikarbonati



kullanarak, ATP hidrolizi esliginde, biyotin karboksilazin aktif bodlgesinde
karboksillenir (Sekil 2.3). Biyotin, biyotin karboksil tasiyici proteinin (BCCP) lizin
yan zincirine, amid bagi ile kovalen olarak baglanmistir. Ardindan ikinci tepkimede
karboksiltransferaz (CT), karboksibiyotinden karboksil grup alicis1 olan substratlara
CO; transferini katalize eder. Bu substratlarin ¢ogu, organik asitlerin koenzim A
(CoA) esterleridir ve karboksilasyon bolges ise, doymus asitlerin (asetil CoA,
Propiyonil CoA) a karbonlarinda ya da a-p doymamus asitlerin (3-metilkrotonil CoA,
geranil-CoA) vy karbonlaridir (Sekil 2.3). Ek olarak piruvat gibi kicik molekiller
direk substrat olarak davranirlar. Biyotin bagimli karboksilazlarin katalizi sirasinda,
biyotin BC ve CT’in aktif bolgelerinde bulunmak zorundadir. Biyotinin
translokasyonunun, sallanan kol modeliyle gerceklestigi kabul edilir. Biyotin ve
BCCP baglantisi sekiz metilen grubuna ve on hareketli tek baga sahiptir (Sekil 2.3).
Sallanan kol modeli aktif bolgesine dogru yer degistirirken buradaki CO, grubu alici
substrata transfer edilir. Hareketli kol modeline goére; biyotin-karboksil tasiyici
protein (BCCP) bolgesi sabit kalirken, biyotin, BC ve CT aktif bolgeleri arasinda yer
degistirir. Ancak BC ve CT aktif bolgeleri arasindaki mesafeye biyotinin
ulasabilmesi i¢in hareketli kol modeli yeterli degildir. “Hareketli bolge modeli”
denen kataliz sirasinda BCCP bolgesinin de yer degistirdigi kabul edilir (Sekil 2.3)
(Tong, 2013; Perham, 2000).
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Sekil 2.3. Biyotin bagimli karboksilazlarin biyokimyasal aktivitesi ve substratlari.

(Tong, 2013).

Biyotin, insanda protein, karbonhidrat ve yag metabolizmasinda merkezi rol

oynayan dort karboksilaz enziminin [mitokondrial enzimlerden propiyonil-CoA
karboksilaz (E.C. 6.4.1.3), 3-metilkrotonil-CoA karboksilaz (E.C. 6.4.1.4) ve piruvat
karboksilaz (E.C. 6.4.1.1) ile sitozolik asetil-CoA karboksilaz (E.C. 6.4.1.2)]

prostetik grubu olarak gorev yapar ve boylece glukoneojenez, yag asit sentezi ve

dalli1 zincirli aminoasitlerin katabolizmasinda o6nemli rol oynar (Sekil 2.4)

(Baumgartner ve Suormala, 1997; Wolf, 2001).
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Sekil 2.4. Biyotin bagimli karboksilazlarin gorevleri (Tong, 2013).

Biyotin, HCS enzimi tarafindan karboksilazlarin (PCC, MCC, PC, ACC) lizin
rezidulerine kovalent olarak baglanmistir. Karboksilazlar proteolitik olarak yikildig:
zaman biyotin, biyositin ya da biyotinlenmis peptidler olarak salinir. Bu molekl
parcalari, BTD enziminin substratlaridir ve BTD bu yapilardan amid baglarimi
uzaklastirarak serbest biyotin ve lizin ya da lizinlenmis peptidlerin agiga ¢ikmasini
saglar, boylece biyotin dongisii devam eder. Endojen enzimlerin dogal dongiileri
sirasindaki proteolitik yikimlari sonrasinda, ya da besinlerin sindirimi sirasinda,
biyotin bu lizin rezidilerine biyositin (biotinil-e-lizin) ya da kisa biyotinil-peptidler
olusturacak sekilde bagli kalir. BTD ise viicutta bu baglar1 yikarak biyotini

serbestlestiren ve biyotini viicudun kullanabilmesi i¢in hazir hale getiren tek
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enzimdir (Bkz Sekil 2.1) (Thoma ve Peterson, 1954; Pispa, 1965; Heard ve ark.,
1984).

Biyotin eksikligi ilk olarak uzun siire ¢i§ yumurta beyazi tiiketenlerde ve
biyotin destegi olmadan total parenteral nutrisyon (TPN) tedavisi alanlarda
tanimlanmistir. BTD eksikliginin Kkarakteristik bulgular1 dermatit, konjonktivit,
alopesi, santral sinir sistemi anormallikleridir. Yetiskin bir bireyin, yaklasik olarak
gunltk 0,03-0,1 mg biyotineihtiyaci vardir.

Yapilan arastirmalar sonucunda biyotin eksikliginin protein malniitrisyonu ile
de baglantili oldugu ileri siiriilmiistiir (Velazquez ve ark., 1989; Velazquez, 1997) ve
hamilelerde marjinal biyotin eksikliginin teratojenik olabilecegi yoniinde ¢aligmalar
mevcuttur (Zempleni ve Mock, 2000). Yapilan ¢alismalarla biyotinin ne kadar
onemli ve gerekli bir besin kaynagi oldugu ortaya konmakla birlikte, biyotinin
hiicredeki rolii tam olarak anlagilamamastir.

Biyotin, karboksilasyon tepkimelerinde karboksil grubu tasiyicisidir (Wolf,
2001). Karboksilazlarin arasinda 4 karboksilaz enziminin her birine bagli gelisen
genetik hastaliklar tanimlanmistir  (Wolf, 2001). MCD’de, biyotinilasyondaki
patolojiye bagli, tiim karboksilaz aktiviteleri birlikte etkilenmistir. Buna yol agan iki
belirgin genetik sebep ise HCSdaki ya da BTD’daki mutasyondur. HCS
eksikliginde, apokarboksilazlara biyotin transferi bozulmustur. BTD eksikliginde ise,
karboksilazlarin proteoliz Urini olan biyositinden (biyotinillizinden) biyotin
serbestlesemedigi igin biyotin, biyotin siklusuna tekrar giremez ve kullanilamaz.
Yenidoganlarda HCS eksikligi hayati tehlike yaratacak derecede siddetli iken BTD
eksikligi goreceli olarak daha hafif seyreder (Wolf, 2001). Her iki hastalikta,
farmakolojik biyotin takviyesi ile tedavi edilebilir. HCS eksikligi olan pek ¢ok
hastada biyotin affinitesi azalmistir. HCS’in  biyotin baglayan bdolgesinde
mutasyonlarin varligi gosterilmistir (Burri ve ark., 1981; Burri ve ark., 1985). Ayrica,
HCS eksikligi olan hastalarda, 6nemli derecede azalmig biyotinillenmis histon varligi
saptanmistir. Bu da biyotinin hiicresel homeostazisde ve gelismede heniiz tam olarak
aciklanmasa da ¢ok Onemli role sahip olabilecegini gostermektedir (Gravel ve

Narang, 2005).
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2.3. Metodun Kalite Kontrolu ve Biyotinidaz Miktar Tayini

BTD eksikliginin tanisinda en yaygin kullanilan metod, biyositin ve biyotin-
4-amidobenzoik asidin substrat olarak kullanildigi enzimatik yontemdir (Koivusalo
ve Pispa; 1963; Wolf ve ark., 1983; Heard ve ark., 1984). Biyotinidaz eksternal kalite
kontrol programlarina heniiz dahil edilmemistir ve ticari kontrol ornekleri
bulunmamaktadir. Kalite kontrolii i¢in yapilabilen tek sey her olglimde, normal
biyotinidaz aktivitesine sahip oldugu bilinen bir serum Ornegini kullanmaktir. Bu
kontrol serumu, -80 C'de 2 ay slireyle kiicik hacimlerde saklanabilir ve her 6lciim
icin sadece bir kez ¢ozulir. Biyotinidazin miktar tayininin dogru yapilmasi igin
PABA standartlarinin kullanilmasi énemlidir. Her 6l¢iimde taze hazirlanan veya -
20C'de saklanan stok cozeltiden dilisyon vyapilarak hazirlanan PABA

standartlarinin 6l¢timii ve standart egrinin ¢izilmesi gereklidir.

2.4. Referans Arahgi

Klinikte enzim testi ile dlgimler yapilmadan once, laboratuvarlar ortalama
BTD aktivitesini norma bireylerde, tam veya kismi BTD enzim ecksikligi ile
heterozigot BTD eksikligi olan bireylerde saptamalidir. Bu sonuclar, her grup icin o
laboratuvarin referans araligi olarak kullanilmalidir. Laboratuvarlar, yeni verileri de
ekleyerek referans araliklarini periyodik olarak degerlendirmeli ve guncellemelidir
(Heard ve ark., 1986).

2.5.  Test Sonuclarinin Yorumu:

BTD aktivitesinin <%10 olmasi, tam enzim eksikligi olarak tanimlanir.
Normal aktivitenin %10 ve 30’u arasindaki BTD aktivitesi kismi enzim eksikligi
olarak tanimlanir. Her laboratuvar, ortalama normal enzim aktivitesi olarak, kendi
referans araliklarinin yazili oldugu kilavuzlari hazirlamalidir. Bu normal aktivite
degerleri ile ¢ocuklarin aktivitelerini karsilastirarak sonuglari yorumlamalidir.
Ancak, prematurite ya da karaciger yetmezliginin de BTD aktivitesinde azamaya
neden olabilecegi bilinmelidir. (Grier ve ark., 1990; Pabuccuoglu ve ark., 2002)
Termde yenidogan BTD aktivitesi, genellikle hayatin ilk giin ve haftalarinda normal

ortalamanin %50 - 70’1 arasinda Slg¢iiliir.
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2.6. BTD Eksikliginin Derecesi Tedaviye Olan Ihtiyaci1 Degistirir mi?

Tam enzim eksikligi olan cocuklarda enzim aktivitesi normal degere gore
%1’in altinda ve %1’in iistiinde olanlarin ayirici tanisinin konmasi 6nerilmektedir
(Wolf ve ark., 1983). Enzim aktivitesi %1 den fazla olan ¢cocuklarin tedavi edilmesi
gerekmeyebilir. Enzim aktivites %1’in altinda olan ¢ocuklarin, birkag aya ya da
birkag¢ yasina kadar semptom gostermedikleri, normal ortalamaya gore %1-%10 aras1
aktiviteye sahip ¢ocuklarin ise hayatin ilk birkag ayinda semptom gosterdikleri tespit
edilmistir. Toplam enzim aktivite kayb1 daha fazla olan c¢ocuklarin semptomatik
olma riskinin yiiksek olmasi beklendigi halde, %1-%10 aras1 aktiviteye sahip
cocuklar da ayn1 oranda semptomatik hale gelme riskine sahiptirler. Bu nedenle tam
enzim eksikligine sahip tiim ¢ocuklarin biyotin ile tedavi edilmes o6nerilmektedir
(Woalf, 2002).

2.7.  Enzim Eksikliginin Tamisinda Kulllanilan Y 6ntemler:

BTD’in dogal substrati biyositindir, ancak BTD enzimi, biyotin ve farkli
yapilar arasindaki amid baglarin1 da kesme Ozelligindedir. Bu 6zelliginden yola
cikarak BTD aktivitesini 0lgmek amaciyla yapay substratlar gelistirilmistir. BTD
aktivitesini 6lgmede en sik tercih edilen metod Knappe ve ark. (1963) tarafindan
tanimlanan kolorimetrik 6l¢iim yontemidir; bu yontemde substrat olarak biyotinil-p-
aminobenzoik asit (B-PABA) kullanilir (Knappe, 1963; Wolf ve ark., 1983).

2.7.1. Kolorimetrik (Spektrofotometrik) Olgiim Y éntemi

Serum ya da plazma BTD aktivitesi, yapay substrat olan B-PABA
kullanilarak kolorimetrik yontemle saptanabilir. BTD, B-PABA’nin amid bagini
yikarak serbest biyotin ve PABA olusmasini saglar. PABA, mor azo boyasina
dondiriliir ve spektrofotometrik olarak Olcililerek miktar tayini yapilir. BTD
aktivitesi yok ise renk olusumu gozlenmez. Boylece tam eksikligi olanlarda, BTD
aktivitesinin hizli bir sekilde saptanmasini saglar. Kolorimetrik metodun dezavantaji
ise, sensitivitesinin diisiik olmasidir. Bu yontemde en diisiik saptanabilir BTD
aktivitesi, normal plazma BTD aktivitesi ortalamasinin %3’ kadardir (Suormala ve
ark., 1990). %3’iin altinda BTD aktivitesine sahip hastalarin, tam enzim eksikligi
olan hastalardan ayirt edilebilmesi icin, ayrica dokular, fibroblastlar, |6kositler ve
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viicut sivilarindaki BTD aktivitesinin saptanabilmes igin daha hassas metodlara

ihtiya¢ vardir.

2.7.2. Florometrik Olgiim Y 6ntemi

Kinetik ¢alismalar igin gelistirilmis, B-6AQ’in (biyotinil-6-aminokinolin)’in
substrat olarak kullanildigi metoddur (Wastell ve ark., 1984). Hem florometrik, hem
kolorimetrik metod, filtre kagidina emdirilmis kan damlasindan galismaya uygun
olacak sekilde adapte edilmistir ve yenidogan taramalarinda kullanilmak iizere

gelistirilmistir (Heard ve ark., 1984; Broda ve ark., 2001).

2.7.3. Radyoiyot Olclim Y éntemi

Hassas 14C-biyositin (Thuy ve ark., 1985), 14C-B-PABA (Wolf ve Secor
McVoy, 1983) ya da radyoiyotlanmis biyotinilamid analoglarinin (Livaniou ve ark.,
1987) kullanildig1 radyoimmiin yontemler gelistirilmistir ancak higbir substrat ticari

olarak satilmamaktadir.

2.7.4. Fibroblastlarda Olgiim Y éntemi

Fibroblastlardaki  apokarboksilazlarin  serbestlesen  biyotin  tarafindan
aktiflesmesine dayali serbest biyotin miktarini 6lgen metodlar (Weiner ve ark., 1985)
ya da biyotin bagimli bakteri ya da protozoalarin {iremesine gore enzim aktivitesinin
hesaplandigi yontemler de tamimlanmustir (Wright ve ark., 1954; Baker ve ark., 1989;
Kumasakave ark., 2001).

2.75. HPLC

YUksek basingli sivi  kromatografi (HPLC) ile biyositin substratindan
serbestlesen biyotin ayrilmis ve radyoizotopik avidin-baglayan metod ile toplanan
fraksiyonlardan miktar tayini yapilmistir ve bu metod hassas ve tam enzim
eksikligini, %0,5 enzim aktivitesinin varligindan ayiracak derecede hassas ve tani
koymada guvenilirdir ancak ¢ok zaman alict oldugu i¢in rutin kullanima uygun
bulunmamustir (Suormalave ark., 1990).

Insan serum BTD, karaciger kaynaklidir (Grier ve ark., 1989) ve en az 9

farkli izoformu saptanmistir (Hart ve ark., 1991). Asidik pH’da maksimum hidrolaz
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aktivitesi gostermesinin yaninda, fizyolojik pH’da histon gibi niikleofilik yapilarin
biyotinlenmesinde gorev alir (Hymes ve ark., 1995).

BTD eksikligi olan hastalarda, hem hidrolaz hem de transferaz aktivitesi
etkilenir (Hymes ve ark., 1995). Tim doku ve viicut sivilarinda BTD aktivitesi
gosterilmis olmakla birlikte (Pispa, 1965; Cole ve ark., 1994a) en yiuksek aktivite
bobrek, karaciger, adrenal bez ve plazmada saptanmaistir.

BTD enzim eksikliginin tanisinda en yaygin kullanilan yontem substrat olarak
biotin-4-amidobenzoik asitin kullanildig1 kolorimetrik lgiim yontemidir (Koivusalo
ve Pispa, 1963; Heard ve ark., 1984). Bu test yenidogan BTD enzim eksikligi
taramalarinda da kullanilan temel yontemdir (Heard ve ark., 1984). Ancak, BTD
aktivitesi, B6-AQ’in substrat olarak kullanildig1 florometrik 6lcim yontemi ile daha
hassas Olcllebilir (Wastell ve ark., 1984) (Tablo 2.1). Florometrik yontemde
kullanilan substrat, kolorimetrik yontemde kullanilana gore daha pahalidir ancak
yenidogan taramalarina uygundur, bu nedenle florometrik yontem, kurutma
kagidindaki kan damla 6rneklerini test etmek Uzere modifiye edilmistir (Broda ve
ark., 2001). Her iki yontemin Ozellikleri Tablo 2.1 de ve referans araliklar1 Tablo
2.2'de verilmistir.
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Tablo 2.1. Spektrofotometrik ve florometrik yontemlerin 6zellikleri

Spektrofotometrik Y ontem

Florometrik Y 6ntem

Ornek tipi  |Serum Plazma
Olglim Enzimatik Enzimatik
prensibi
Sonuclarin  [Kalibrasyon egrisi ile Kalibrasyon egrisi ile
hesaplanmasi
Test prensibi |2 basamakh enzimatik tepkime: | Tek basamakh enzimatik
Ornekteki tepkime: Ornekteki BTD, “B6-
BTD, “B-PABA” substratindan AQ” substratin1 kullanarak
“PABA” olusturur. PABA diazotize |floresan Ozellikte “6-AQ”
edilip naftol ile baglanarak, mor tirlinlinii olusturur.
renkli kromofor olusturur.
Olguim Kolorimetrik Florometrik
teknigi
Tepkime 30 120
inkbasyon
sures
Olgiimde Spektrofotometre (546 nm) Florometre (Eksitasyon 350,
kullanilan emisyon 550 nm dalga
cihaz boyunda)
Referans Normal: 4,4-12 nmol/dk/mL Normal: 62—143 nkat/L
degerler Heterozigot: 2,2-5,2 nmol/dk/mL  |(3,7-8,6 U/L)
Parsiyel: 0,7-2,1 nmol/dk/mL (3,7-8,6 pmol/dk/L)
Tam Eksiklik: <0,7 nmol/dk/mL (3,7-8,6 nmol/dk/mL)
"(1U: 16,7 nkat)
Gerekli olan | - Siyah kiivet, filtre kagidi
ek malzeme Olcumleri icin siyah

mikroplate, mikroplate
okuyucu, mikroplate
calkalayici
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Tablo 2.2. Florometrik ve spektrofotometrik yontemlerin referans araliklari

%BTD aktivitelerine
gore BTD eksikligi
gruplan

BTD AKTIiVITESI OLCUM YONTEMLERI

FLOROMETRIK*

SPEKTROFOTOMETRIK **

Normal (>% 30)

3,63 U/L (3,53-3,79)

7,1 U/L (4,4-12)

Kismi eksiklik
(% 10-% 30)

0,36-1,09 U/L

0,7-2,1 U/L

Tam eksiklik (<% 10)

<0,36 U/L

<0,7 U/L

*Wastell ve ark. (1984)
**Wolf ve ark. (1983)
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GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Calisma Populasyonu

Bu c¢alismaya Subat 2013 tarihinden itibaren 1 yillik siire i¢inde, Hacettepe
Universitesi Cocuk Hastanesi, Metabolizma Unitesine basvuran, BTD enzimi
eksikligi siiphesi ile kantitatif BTD ol¢iimii istenen yenidogan, ¢ocuklar ve anne-
babalar1 olmak Uzere toplam 52 kisi dahil edildi. Calismaya dahil edilen biyotinidaz
eksikligi stiphesi olan hastalarin yaslar1 6 gin-9 yas arasinda, anne babalarin yaslari
ise 25-40 yas arasinda degismekteydi.

Calismanin etik kurul izni, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ ndan 23.01.2013 tarih ve LUT 12/178-12

numara ile alindi. Etik kurul onay1 alindiktan sonra aragtirmalara basland.

3.2. Analiz Oncesi Ornek Alim ve Transport

BTD aktivitesinin florometrik yontemle ol¢ciimu icin 1 mL heparinli kandan
elde edilen 3X75 pL plazma kullanildi. Spektrofotometrik 6lgim icgin ise 2 mL
kandan elde edilen 3X100 pL serum o6rnegi kullanildi. Hastanin biyotin tedavisi
altinda olmast BTD o6l¢iim sonuglarini etkilememektedir (Wolf ve ark., 1983).
Plazma ve serum BTD aktivitesinin azalmamasi icin heparinli tlpe veya serum
seperatorl U tiipe alinan kan, 4-6 saat i¢inde laboratuvara ulastirildi ve ayrilan plazma

veya serum hemen c¢aligildi veya -80°C’ de saklandi.

3.3. Calismada Kullanilan Yontemler Hakkinda Detayh Bilgiler

3.3.1. Spektrofotometrik Enzim Olguimii

BTD enzim aktivitesi, spektrofotometrik olarak Wolf ve ark. (1990)’nin
metodu referans alinarak Olculdi. Bu metodda BTD, N-biotinil-p-aminobenzoat
substratinin hidrolizi 6l¢iilerek degerlendirilir (Wolf ve ark., 1990).

1,9 ml tepkime karigimi [200 pmol, pH 6,0 Potasyum-fosfat tamponu, 20
umol EDTA, 0,5 mg serum albumini, 0,3 umol biyotinidaz substrat1 (N-biotinyl-p-
aminobenzoate)], Uzerine 100 pL serum eklendi. Toplam hacim 2 mL olacak sekilde
1,9 mL tepkime karisimi, pH 6,0 100 mM Potasyum-fosfat tamponu, 10,53 mM
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EDTA, 0,5 mg serum abumini, 0,157 mM biyotinidaz substratt (N-biotinyl-p-
aminobenzoate) icerecek sekilde hazirlandi (Tablo 3.1). 37°C de 30 dakika inkibe
edildi. Ardindan 100 pL trikloroasetik asit (TCA) ile tepkime durduruldu. Tepkime
sirasinda hasta serumundaki BTD enziminin aktivitesi sonucunda a¢iga c¢ikan p-
aminobenzoik asit (PABA) 100 pL sodyum nitrit kullanilarak diazotize edildi ve
nitritin fazlas1 da 100 pL amonyum siilfat eklenerek uzaklastirildi (Tablo 3.1). Son
olarak diazotize PABA 100 pL N-1-naftil-etilen-diamin dihidroklorid ile tepkimeye
girerek renkli {irlin olustu. Olusan iirlin 546 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak Olglldii. Net absorbans salinan PABA miktar1 dolayisiyla 6rnekteki BTD
aktivites ile orantili olarak ol¢uldi. Enzim aktivites serumda agiga ¢ikan PABA’in
nmol dak™® mL™ degeri olarak ifade edildi. Bu test yeni dogan BTD enzim eksikligi

taramalarinda da kullanilan temel yontemdir (Heard ve ark., 1984).

Tablo 3.1. Spektrofotometrik Metodla Serum Biyotinidaz Aktivitesi Olgiimii:
Normal Saglikli Serumdan Elde Edilen Beklenen Absorbans Degerleri

Tampon plL (200
mM Potasyum
fosfatpH 6 + 0,5
Distile su mg BSA + 21,06 PABA
Tiipler (ML) mM EDTA) (uL) B-PABA (uL) Serum (uL) Absorbans*
Std. Kor 1200 800 - - 0,005
Std. 1 1100 800 100 - 0,067
Std. 2 1100 800 100 - 0,132
Std. 3 1100 800 100 - 0,336
Ornek
Kor 1100 800 - - 100 0,036
Ornek 910 800 - 190 100 0,37

* Norma serumdan ve standartlardan elde edilmes beklenen absorbans
degerleri. (A: 546 nm)
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3.3.2. Florometrik Enzim Olgiimi
BTD aktivites B6-AQ substrati kullanilarak semikantitatif florometrik
yontemle saptanir (Wastell ve ark., 1984).

a. KurutmaKagidina Emdirilen Kan Damlasinda Olglim:

Kurutma kagidindaki kan damlasindan alinan 3 mm g¢apta 6rnek, 50 ul
tepkime karisimi [0,15 M potasyum fosfat tamponu (pH 6,5), 1,5 mM dithioerythritol
(DTT) ve 0,075 mM biyotinidaz substrat1 (B6-AQ)] ile koyu renkteki mikro kuyucuk
icinde 37°C’'de, 5 saat inkibe edilir. 250 pl etanol eklendikten sonra kuyucuk
icindeki Ornekler, oda sicakliginda 1 saat daha inkiibasyona birakilir. Ardindan
ornekler 3000 rpm’'de 5 dakika santriflj edilir. “Wallac Victor2 1420 Multilabel
Counter” ile eksitasyon dalga boyu 355 nm ve emisyon dalga boyu 535 nm olacak
sekilde floresans 6lgUmu yapilir. Esik degeri %20 olarak alinir.

Pozitif bulunan &rneklerin varhiginda hastalar tekrar cagirilir. ikinci kez
kurutma kagidina damlatilmis kan ile test tekrar edilir. Ayn1 zamanda heparinize

plazma 6rnegi de alinarak kantitatif 6l¢lim yapilmak iizere saklanir.

b. Plazma Biyotinidaz Aktivitesi Olguimii:

Plazma BTD aktivites B6-AQ substrati kullanilarak Wastell ve ark.
(1984)’nin kullandig1 florometrik metoda goére kantitatif olarak olculdui. Florometrik
metod ile BTD 6l¢cUmi Shimatzu ve Spektramax Model florometreler kullanilarak
yapildu.

Her hastadan yaklagik 1 mL alinan, soguk zincir ile transfer edilmis olan
heparinize kan 6rnegi 3000 rpm’'de 5 dk. santriflj edildi. Her hasta icin 3 tip
hazirlandi. Kor ve 2 tekrarli 6rnek ¢alismak icin 3 X 75 pL plazma kullanildi. Su
banyosu 37°C olacak sekilde 1sitildi. 2475 pL tepkime karigimina [0,15 M, pH 6,5
Nafosfat tamponu, 0,1 mM DTT ve 0,05 mM biyotinidaz substrati Biyotinil-6-
aminokinolin (B6-AQ)], 75 uL plazma eklendi. Toplam 2,55 mL hacim, 37°C'de
120 dakikainkube edildi. Kor igin inkiibasyon yapilmadi.

Floresans 6l¢imi icin eksitasyon dalga boyu 350 nm ve emisyon dalga boyu
550 nm olacak sekilde ayarlama yapildi. Floresan unit 6lgtimleri nmol’ e ¢evrildi. Her

plazma 6rnegi i¢in kor 6l¢timii, tepkime karisimina 75 gL plazma eklenir eklenmez
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hemen yapildi, 120 dk.lik inkilbasyon siiresi beklenmedi. Ornek olciimiinden kor
6lcim sonucu ¢ikarildh.

6 AQ (6 Aminoquinaolin) i¢in farkli derisimlerde (40 uM/ 20uM/ 10uM/ 5
UM) standard hazirlanarak dl¢iim yapildh ve standart egri ¢izildi. Orneklerdeki enzim
aktivitesi, floresan unit okuma sonuglari nmol’e c¢evrildikten sonra, ka¢ nmol 6

Aminokinolin olustuguna gore degerlendirildi.

Deney Y apilis1 Sirasinda Soliisyonlarin Hazirlanmasi:

0,150 M Na-fosfat tamponu (pH 6,5):
140 mL 0,2 M NaHPO4X12 H,0 ve 235 mL 0,2 M NaH,PO,X12 H,0O distile su ile
500 mL’ ye tamamlandh. -20°C’ de saklandi.

75 uM B6-AQ (BTD substrany) :
2 mg B6-AQ, 72 mL 0,150 M Nafosfat tamponu (pH 6,5) icinde 5 saat oda
sicakliginda karistirilarak ¢oziildl. Substrat, oda sicakliginda 5 giin saklanabilir.
Buzdolabina konulmamalidir.

1,4-Ditiotreitol (DTT):
Sigma' dan temin edildi. +4°C’ de saklandi.

40 uM 6-aminoquinolin (%98) :
2,89 mg 6-AQ, 500 mL 0,150 M Nafosfat tamponu (pH 6,5) icinde ¢ozuldu.
+4°C’ de saklandu.
6-AQ standart ¢ozelti referans alinarak olusan iiriiniin birimi Floresans Unitesinden,

nanomole gevrilerek kaydedildi (Wastell ve ark., 1984).

3.4. Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama = SD olarak yazildi. Gruplar arasindaki farklar ki-kare testi
kullanilarak karsilastirildi. P<0,05 istatistiksel anlamli olarak kabul edildi. Metodlar
arast farkliliklar, tan1 koyma yetenegi, ROC (Receiver Operating Characteristic)
analizi yapilarak degerlendirildi. Istatistiksel degerler % 95 giiven araliginda verildi.

Bu istatistikler, IBM SPSS Statistic programi 21 strumu kullanilarak yapildi.
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BULGULAR

4.1. BTD Enziminin Optimum pH Degeri ve Stabilites

Spektrofotometrik  6lclim  yonteminin optimizasyonu amaciyla, saglikli
bireylerden alinarak olusturulan serum havuzu kullanilarak, pH 6-7,5 araliginda
yapilan seri aktivite l¢iim deneylerine gore, literatirle de uyumlu olarak (Wolf ve
ark., 1983a) serum BTD aktivitesi en yiuksek pH 6 ve PH 55ta (optimum pH)
sirasiyla pH 6'da 7,6 nmol/dk/mL ve pH 7' de 7,7 nmol/dk/mL olarak dlculdi. Serum
enzim aktivitesinin artan pH degerlerinde sirasiyla pH 6,5°ta 6 nmol/dk/mL, pH 7'de
5 nmol/dk/mL ve pH 7.5'ta 4,58 nmol/dk/mL olarak orantili sekilde azalirken pH
5'te de 6,6 nmol/dk/mL saptand: (Sekil 4.1). Spektrofotometrik ol¢lim yontemi ile
aktivitenin en yiiksek Ol¢iildiigii pH degeri, optimum pH olarak kabul edildi. BTD

aktivitesi, pH artigiyla ters orantili olarak azaldigi gozlendi.

Biyotinidaz Aktivitesindeki pH Bagimli Degisim

8 7,7 7,6
£
=
5z 7
=
£
£ 6 ==#==Serum Biyotinidaz
@ aktivitesi
= 5
£ 4,58
-
< 4
o
o
3
5 5,5 6 6,5 7 7,5 8

Tepkimede Kullanilan Tamponun pH'si
Sekil 4.1. Serum BTD aktivitesinin pH bagimli degisimi.

BTD enziminin stabilite deneyleri, saglikli bireylerden alinan kanlar ile
hazirlanan serum havuzu kullanilarak yapildi. Spektrofotometrik yontemle O.
dakikada 7,5 nmol/dk/mL olarak 6lcllen enzim aktivitesinin stabilitesi oda 1sisinda
1. 2. ve 3. sadtte, 4°C'de 1. 2. 3. saat ve 1. 2. 3. gin ve 1. 2. 3. haftalarda, -20°C ve -
80°C'lerdeise 1. 2. 3. haftalar ve 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. aylarda tekrarlanarak 6l¢uldi ve
enzimin stabilites degerlendirildi. Deney sonuglarina gore, oda 1sisinda bekletilen

serumda, 2. saatten itibaren aktivitenin azalmaya basladig1 gézlendi. Enzim aktivites
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oda 1sisinda bekletilen serumlarda 1. 2. ve 3. Saatlerde sirasiyla 7.47, 6.59 ve 5.19
nmol/dk/mL olarak olculdi. Diger bir ifadeyle 0. dakikada %100 o&lgiilen BTD
aktivitesinin, ikinci saatte %12 azalarak %87,9'a, 3. sadtte ise %30,8 kayiba
ugrayarak %69,24’e diistiigii saptand1 (Sekil 4.2).

a) Oda Sicakliginda Bekletilen Orneklerde BTD
Aktivitesindeki Saatlik Degisim

E 8,00

=

8 7,5

S 6,00 7 659 —o—0da Isisinda
g ' (saatlik) aktivite
_\54’00 | 5,19 degisimi

D)

Z 2,00

X

<

2 0,00 ‘ ‘ ‘ ‘

@ 0 1 2 3 4

Zaman (saat)

b) Oda Sicakhginda Biyotinidaz Aktivitesindeki % Degisim

100,00
80 06.00,00 99,57
! 87,87

‘n
Q
x
=
<
p 60,00 69,24
B 40,00
w
(]
B 20,00
°

0,00

0 1 2 3 4

Zaman (saat)

Sekil 4.2. Oda sicakliginda saklanan serumdaki BTD aktivitesinde zamanla meydana

gelen degisimin grafigi.

Serumlar 4°C’de saklandiginda ise, 7,5 nmol/dk/mL olan BTD aktivitesi
sirastyla 1. 2. 3. saatlerde 7,53; 6,72 ve 594; 1. 2. 3. gin ve 1. 2. 3. haftalarda
sirasiyla 5,79; 5,72; 4,47 ve 2,78; 1,54; 1,40 nmol/dk/mL olarak oélclldi. 4°C'de
saklanan serum Orneginde 2. saatten itibaren BTD aktivitesinin %10,4 oraninda
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azalmaya baslayarak 1. giinde %22,9 azaldigi; 3. haftanin sonunda ise %81,3
azalarak 1,40 nmol/dk/mL’ye (%18,7) diistiigi kaydedildi (Sekil 4.3).

a) 4°C'de Biyotinidaz Aktivitesindeki Degisim

BTD Aktivitesi (nmol/dk/mL)

2,00 -

50 7,53

6,72
= Serum

biyotinidaz
aktivitesindeki
degisim

594 579 5,72

4,47

1,54 1,40

0,00
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zaman (0:HEMEN; 1-3:1-3. saat; 4-6: 1-3. GUN; 7-9:1-3. HAFTA)

b) 4°C'de Biyotinidaz Aktivitesindeki % Degisim

% BTD Enzim Alktivitesi

120,00

100,00

00,0100,4
80,0(51' 1

60,00
40,00
20,00

0,00

89,6
792 77,1 76,3

37,1

20,5 18,7
T T

T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 . 8 9 10
Zaman (0:HEMEN; 1-3: 1-3. saat; 4-6: 1-3. GUN; 7-9: 1-3. HAFTA)

Sekil 4.3. 4°C’de saklanan serumdaki BTD aktivitesinde (a) ve aktivite ylzdesinde

(b) zamanla meydana gelen degisimin grafigi.

-80°C ve -20°C’lerde bekletilen serumlarin BTD aktivitelerinin ise 4 aylik

surede degismedigi tekrarlanan haftalik ve aylik 6lgtimler ile saptandi (Sekil 4.4).
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a) -20°C'de biyotinidaz aktivitesi degisimi

[EEY
o

BTD aktivitesi (nmol/dk/mL)

0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Zaman (0: HEMEN; 1: 1.HAFTA; 2-5: 1.-4. AYLAR)

b) -80°C'de biyotinidaz aktivitesi degisimi

[y
o
|

8 ald g4 __T_&____.---A—s—kﬁ———t 8,2

6 -

BTD aktivitesi (nmol/dk/mL)

0 T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6
Zaman (0:HEMEN; 1:1.HAFTA; 2-5: 1-4. AYLAR)

Sekil 4.4. -20°C (@) ve -80°C’ de (b) saklanan serumdaki BTD aktivitesinde zamanla

meydana gelen azalma.

Bulgularimiz, BTD aktivitesi tayini igin ayrilan ve oda 1sisinda bekletilen
serumlarin en ge¢ 2 saat icinde, 4°C’ de bekletilen serumlarin ise en ge¢ 1 giin i¢inde
calisiimast gerektigini ortaya koymaktadir. Olgiimiin bu siireler icinde yapilmasi
planlanmuryor ise, serum 6rnegi -20°C ve -80°C’ de 4 ay stireyle saklanabilir.
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Tez calismasi kapsaminda spektrofotometrik BTD 6lglim yontemi, asagidaki
kosullar degistirilerek optimize edilmistir:

1) Tek standart kullanilarak hesaplanan enzim aktivitesisinin, 3 standart kullanilarak
hesaplanmasi saglandi.

2) Optimum pH kosullarinda ¢alisabilmek i¢in diizeltici 6nlemler alindi. (pH-metre
kalibrasyonu, istenen pH’ da tampon hazirlanmasi igin gerekli asit-baz oranlarinin
hesaplanmasi vs.)

3) Sodyum nitrit ve Naftil etilen diaminin gunltk taze hazirlanmasi saglandi.

4) Her 6rnek icin stabilite kosularina uyulmasi saglandi (6rnek oda 1sisinda 2 saatten
fazla bekletilmemeli, hemen ¢alisilmayacaksa -20°C ya da -80°C’ de saklanmali).

5) N-biotinil-PABA substratinin -20°C’ de saklanmasi saglandi.

6) 0,05 mM, 0,1 mM ve 0,25 mM derisimlerindeki PABA standartlarinin
absorbanslar1 6lgiilerek standart egri ¢izildi ve sonuglarn standart egri lizerinden

hesaplanmasi saglandi (Sekil 4.5).

Spektrofotometrik Yontem, Standart Egri

0,25
0.2 0,211
T y =0,8529x - 0,0058
£ 015 R2 = 0,99534
e
S 01
é 0,071
g 00 0,036 ’
0
o0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Derigim (mM)

Sekil 4.5. Spektrofotometrik yontem 6lgiimlerinde kullanilan standart egri grafigi.

Spektrofotometrik yontemin optimizasyonu sonrast yapilan Olgiimler ile
optimizasyon Oncesi ¢alisilan 6rneklerin sonuglart 25 hastada karsilastirildi (Sekil
4.6). Testin optimizasyon sonrasi sonuglarinin, optimizasyon &ncesi bulunan

sonuclara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde degistigi gbzlendi (p<0,01)
(pearson korelasyon katsayis1:0,794) (Tablo 4.1).
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Sekil 4.6. Optimizasyon oncesi ve sonrast spektrofotometrik yontem 6lclim sonuglari

Tablo 4.1. Optimizasyon Oncesi ve sonrasi Spektrofotometrik yontem o6lglim

sonuglari arasindaki korelasyonun tablosu.

Optimizasyon Optimizasyon
oncesi sonrast

Optimizasyon Pearson Korelasyon 1 , 194**
oncesi Anlamlilik (2-tailed) ,000

N 53 25
Optimizasyon Pearson Korelasyon , 194** 1
sonrasi Anlamlilik (2-tailed) ,000

N 25 25

** Korelasyon 0,01 oldugunda istatistiksel olarak anlamhidir (2-tailed).

Optimizasyon Oncesi ve sonrasi spektrofotometrik 6l¢clim sonuclari arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark olmasinin (p<0,01) nedeni, optimize edilen deney

kosullar1 olabilir. Farkli olan sonuglar arasinda tanisal dogruluk bakimindan anlamli
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fark olup olmadigmi anlamak igin klinik ve genetik tanilar referans alinarak
optimizasyon oncesi ve sonrasi spektrofotometrik 6lgiim sonuglarina ait ROC Egrisi
cizildi. ROC Egrisinde egri altinda kalan alan, optimizasyon 6ncesi 0,500£0,156
iken optimizasyon sonrast 0,630+0,143 olarak bulundu. Bu sonuglara gore
optimizasyon sonrasi tanisal dogruluk oraninda artis oldugu sonucuna varildi (Sekil

4.7) (Tablo 4.2).
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Sekil 4.7. Optimizasyon Oncesi ve sonrast spektrofotometrik yontem 6l¢im

sonuglariin ROC egrisi ile degerlendirilmesi.

Tablo 4.2. Optimizasyon Oncesi ve sonrasi spektrofotometrik yontem olglim

sonuglariin ROC egrisi altinda kalan alan (AUROC) degerleri

ROC Egrisi | Standart P %95 Gliven Araligi
Altinda Kalan| Hata _
Alan Alt smir Ust sinir
Optimizasyon dncesi ,500 ,156 1,000 ,195 ,805
Optimizasyon sonrasi ,630 ,143 351 ,349 ,910

Yeni kurulan florometrik metod ile yapilan 6l¢timlerde farkli derisimlerdeki
6-Aminokinolin standartlarinin (20uM, 10puM, 5 uM) 6l¢limii yapildi ve standart egri

cizilerek sonuglar standart egri {izerinden hesaplandi (Sekil 4.8). Florometrik
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metodun mikroplak ve kiivet kullanilarak yapilan 6l¢iim sonuglari ile optimize
edilmis spektrofotometrik metod 6lgiim sonuglarinin klinik ve genetik tani sonuglari

ile uyumlulugu i¢in ROC analizi yapildi (Sekil 4.9).

a) Plak okuma igin 6-Aminokinolin standart egrisi

200 -
=
v
o 150 -
3 y=4,1228x+6,2888
S RZ =0,9957
o 100 -
c
™
w
E 50 -
L
0 T 1
0 10 20 30 40 50

Derigim (uM)

b) Kiivet okuma igin 6-Aminokinolin standart egrisi

400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
50 -

y=38,775x+ 6,575
R? =0,9985

Floresans Sonuglan

0 10 20 30 40 50
Derigim (uM)

Sekil 4.8. Florometrik yontemde plak (a) ve kuvet (b) ile yapilan Olgimlerde

kullanilan standart egri grafigi.

Florometrik kiivet kullanilarak yapilan 6lgtimde 0,960 + 0,025 bulunan egri
altinda kalan kalan alan, mikroplak olgiimiinde 0,923+0,042, spektrofotometrik
olcimlerde ise 0,927+0,041 olarak bulundu (Sekil 4.9) (Tablo 4.3). Kivet
kullanilarak yapilan florometrik Olglimiin tan1 degerinin, spektrofotometrik ve
mikroplak kullanilarak yapilan florometrik 6l¢iimden daha yiiksek oldugu saptandi.
Ancak bu bulgu, istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 4.3).
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ROC EGRIiSi
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Sekil 4.9. Spektrofotometrik yontem ile florometrik yontem (mikroplak ve kivet

olcumleri) sonuglarinaait ROC egrisi.

Tablo 4.3. Florometrik yontem (Mikroplak ve kiivet ile yapilan odlgimler),
spektrofotometrik yontemlerde ROC egrisi altinda kalan alanlar.

Test degiskenleri ROC Egrisi | Standart P %95 Giliven Araligi
Altinda Kalan | Hata .
Alan Alt stnir | Ust siir
Plak okuma ,923 ,042 ,000 ,841 1,000
Kuvet okuma ,960 ,025 ,000 ,910 1,000
Spektrofotometrik ,927 ,041 ,000 ,847 1,000
olgim
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Metabolizma laboratuvarinda 1 yil boyunca yaptigimiz oOlgiimlerde,
spektrofotometrik olctim ile BTD aktivitesi degerlendirilen 145 yenidogan, ¢ocuk ve
ebeveynden 3 kiside tam eksiklik saptandi, enzim aktivitesi: 0,19 + 0,34 U/L olarak
olculdd, 2 kiside ise parsiyel eksiklik saptandi ve enzim aktivitesi 0,83 + 0,06 U/L
olarak Ol¢uldi. Bununla birlikte 27 kiside ise enzim aktivites ortalama 4,26 + 1,45
U/L olarak bulundu. Ebeveyn grubu 15 kadin, 17 erkekten olusmak ve yas ortalamasi
30,4 £ 5,4 olarak degismektedir. Yas ortalamas1 4,7 £ 3,7 olan 12 kiz, 16 erkek
toplam 28 cocukta dlcllen BTD aktiviteleri ortalamas1 4,9 = 3,7 olarak bulundu.
Ortalama 2 gin-96 gun arast 85 yenidoganda BTD aktivitesi: 3,9 + 2,8 U/L olarak
Olglldu ve bu yenidoganlardan 9’unda (3 kiz, 6 erkek) tam enzim eksikligi (0,34 +
0,25 U/L), 24'Unde (9 kiz, 15 erkek) parsiyel enzim eksikligi (1,58 + 0,40 U/L),
52'sinde (23 kiz, 29 erkek) ise normal sinirlarda BTD aktivites (5,53 + 2,27 U/L)
saptandi. Bir yil iginde gelen hastalardan (6 gin - 40 yas) klinik, genetik ve
laboratuvara gore tam eksiklik (%25), saglam (%59,62) ve kismi eksiklik (%15,38)
tanis1 almig 52 kisinin serum ve plazma ornekleri alinarak hem spektrofotometrik
yontem hem de florometrik yontemle BTD ol¢iimleri yapildi. 52 kisilik ¢alisma
grubunda, 10 yenidogan ve ¢ocuk, 3 ebeveyn olmak Uzere toplam 13 tam enzim
eksikligi tanist alan hasta ile 8 kisilik kismi enzim eksikligi tanis1 alan gocuk
bulunmaktadir, ayrica 31 saglikli bireyin  17’si cocuk, 14’i ebeveynlerden
olusmaktadir (Sekil 4.10). Yasa gore hasta dagilim yiizdeleri Tablo 4.4’de

verilmistir.



Tablo 4.4. Yasa gore hasta dagilimi yiizdeleri.
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Klinik tan1* Toplam
0 1 2

Yas  Ebeveyn sayl 3 14 0 17
% %17,6 | %824 | %0,0 | %100,0

Yenidogan-cocuk say1 10 17 8 35
% %28,6 | %486 | %22,9 | %100,0

Toplam say1 13 31 8 52
% %25,0 | %59,6 | %154 | %100,0

*(:hasta, 1:saglam, 2:kismi eksikligi olan hastalar. 17 yetiskin 35 bebek toplam 52

hasta ¢alismaya dahil edildi.

60,0 —

50,0 T

40,0 —

Yiizde Dagilim

20,0

10,0

30,0

tam eksiklik

saglam

Klinik Tam

kismi eksiklik

Sekil 4.10. Yontem karsilastirmasi i¢in ¢aligmaya dahil edilen hasta grubunun klinik

tanilarina gore dagilim yiizdeleri.
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13 kisi klinik olarak tam enzim eksikligi tanis1 almig ve 10 mg Biyotin/gin
ile tedavi edilmekte olan hastalardir. Bu hasta grubundan ileri tani testi olarak
genetik test istenen 2 kisi compound heterozigot hasta, 1 kisi homozigot hasta tanisi
alarak tam enzim cksikligi tanist dogrulanmustir. Spektrofotometrik Gl¢tim
sonuclarina gore, tam enzim eksikligi olan 13 hasta icinden 6 kiside tam enzim
eksikligi saptanirken, 7 kisi kismi eksiklik olarak degerlendirilmistir. Florometrik
Olcim sonuglarina gore ise tam eksiklik tanisiyla tedavi edilen gruptan (n=14) 13
kisi tam enzim eksikligi, 1 kisi kismi eksiklik olarak degerlendirilmistir. Kismi
eksiklik tanist alip 5 mg/gin biyotin ile tedavi edilmekte olan 8 hasta,
spektrofotometrik yontemle incelendiginde 1 kisi saglam, 7 kisi kismi eksiklik olarak
tan1 almustir; florometrik yontemle ise 4 kisi kismi, 4 kisi tam eksiklik olarak
degerlendirilmistir. Tam eksiklik olarak degerlendirilen 4 kisiden 2’si ileri genetik
test sonucuna gore de Compound heterozigot ve homozigot mutasyon tanilari ile tam
enzim eksikligi olarak tan1 almigtir.

Kagit kani 6l¢iim sonucu eser tam eksiklik olup kliniginden stiphelenilerek
genetik test istenen 8 kisiden 2’si compound heterozigot, 3' i homozigot hasta, 3'U
ise saglam tasiyici tanis1 almistir. Tasiyict olan hastalardan bir kisi spektrofotometrik
yontem ve florometrik yonteme goére hasta olarak degerlendirilmis ve klinige gore
hasta kabul edilerek 5 mg Biyotin/giin ile tedavi baglanmistir.

Elimizdeki hasta bilgilerine ve Olglim sonuglarina dayanarak florometrik
yontemin %100 duyarhilik (sensitivite) ve %97 6zgiilliige (spesifiteye) sahip oldugu
sonucuna varildi. Florometrik testin pozitif prediktif degeri %95,5 bulunurken,
negatif prediktif degeri %100 olarak hesaplandi; yani elde ettigimiz sonuglara gore
hastalik varken testin negatif ¢ikma olasiligi %0’dir. Klinik ve genetik test
sonuglarina gore hasta tanisi alan bireyleri gergek hasta, digerlerini de saglam olarak
kabul ederek yani klinik ve genetik test sonuglarini referans alarak, hasta olmayanlar
arasinda, florometrik test sonucu negatif ¢ikanlarin toplam hasta olmayanlarin
sayisina orani olan tanisal OzgUlluk oram1 %97 olarak hesaplandi (Tablo 4.5).
Spektrofotometrik Slgiimiin ise duyarliligi %90,5 6zgilligi %93,7 bulundu, bu
degerler florometrik yonteme gore daha diisiiktiir (Tablo 4.6).



Tablo 4.5. Florometrik Yontemin Duyarlilik ve Ozgiilliigii
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HASTALIK
VAR YOK
o (+) prediktif
FLOROMETRIK Pozitif 21 1 deger: %95,5
TEST , (-) prediktif
Negatif 0 31 deger : %100
% 100 %97
Duyarhhk Ozgulluk

Tablo 4.6. Spektrofotometrik yontemin duyarlilik ve Ozgiilligii

HASTALIK
VAR YOK
. +) prediktif
Pozitif 19 2 ( -
SPEK TROFOMETRIK deger: %90,5
TEST . (-) prediktif
Negatif 2 30 deger : %93
%90,5 %93,7
Duyarhhik Ozgulluk
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Tablo 4.7. Florometrik ve Spektrofotometrik yontemlerin  avantgy ve

dezavantajlarinin karsilastirilmasi.

AVANTAJ DEZAVANTAJ AVANTAJ DEZAVANTAJ
Ornek
_ 100 pL 75uL
hacmi
Test
o 10 TL/test 100 TL/test
maliyeti
Substrat 5 saat iginde
hazirlama/ -20°C'de cozllerek
saklama aylarca hazirlanir. 5 giin
saklanabilir. odasicakliginda
saklanir.
Inkiibasyon
) 30 dk. 120 dk.

siresi
Manuel

Daha
deney Uzun yorucu

kolay
yapilisi
Gunluk,

NaNO, ve
taze -
Naftil etilen -
hazirlanan -
diamin

maddeler
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TARTISMA

BTD eksikligi de dahil olmak iizere otozomal resesif (OR) kalitsal metabolik
hastaliklarin ¢ogu Tirkiye’de yiiksek frekansta gozlenmektedir (Coskun ve ark.,
1994). Avrupada BTD eksikligi nadir (yaklasik 1/60000 yenidoganda)
gozlenmektedir (Wolf, 2001). Bu iilkelerde yakalanan hastalarin ¢ogu akraba
evliliginin yaygm oldugu iilkelerden gelen gd¢menlerdir. Ulkemizde maalesef bu
Ulkeler arasinda yer almaktadir. Baykal ve ark.’larmin 1991-2005 yillar1 arasinda
yaptiklart yenidogan taramasinda 66 tam enzim eksikligi, 36 kismi enzim eksikligi
olmak tizere toplam 102 hasta tanist konmustur (Baykal ve ark., 1998). Bizim
verilerimize gore de 1 yil iginde inceledigimiz 52 hastada %25 oraninda tam eksiklik,
215,38 oraninda kismi eksiklik gdzlenmistir. BOlgesel ve kiiltiirel geleneklere baglh
yiilksek sayida akraba evliliklerinin varligindan dolayr bu sasirtict olmayan bir
sonugtur. Bizim oranlarimizin bu kadar yiiksek olmasinin diger nedeni de,
hastanemize gelen orneklerin, T.C. Saglhik Bakanligi Hifzisthha kurumunda Gutri
kagidi ile topuk kanindan alinan kanda yapilan tarama testinde siipheli bulunarak
tekrar kalitatif ve kantitatif olcim icin Hacettepe Universitess Metabolizma
Laboratuvar’'na gonderilmis olmasidir. Hacettepe Universitess Metabolizma
Laboratuvari’ nda kalitatif olgclimle eser ya da hasta oldugu tesbit edilenler kantitatif
degerlendirilmektedir. Verilerimiz, toplum taramasina ait veriler degil, hastalik
siiphesi olan topluluga ait veriler oldugu i¢in hastalik goriilme oranlarimiz yiiksektir.

Literatiire baktigimizda, 5, 10 ve 11 yaslarinda olup, ilk kez hastaneye akut
gorme kaybr sikayetiyle gelip BTD eksikligi tanis1 alan 3 hasta tanimlanmistir (Lott
ve ark., 1993; Rahman ve ark., 1997). Bununla birlikte, 3, 15, 1,5 ve 2 yaslarinda
olup kizariklik, ataksi ve paraparezi ile hastaneye gelmis ve BTD eksikligi tanisi
almis hastalar da bulunmaktadir (Diamantopoulos ve ark., 1986; Wastell ve ark.,
1988; Wiznitzer ve Bangert, 2003). Tim bu klinik arastirmalarin sonuglarina
dayanarak, BTD eksikligi olup ge¢ bulgu veren vakalarin da olabilecegi géz oniine
aliarak, asemptomatik olan ancak eksiklik saptanan hastalarin da, tedavi edilmesinin
ve takibinin ¢ok onemli ve gerekli oldugunu soyleyebiliriz. Bunun icin hasta
semptomatik olmadig1 halde enzim eksikligi tanisin1 koymay1 saglayacak duyarlilig

yiiksek testlere ihtiyag¢ vardir.
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BTD eksikligi bulunan ¢ocuklar, hizla azalan dokularindaki biyotin depolarini
yerine koymak i¢in, siirekli digsaridan alacaklar1 biyotin tedavisine bagimlidir.
Karaciger biyotin depo havuzunda, 1 yasindaki ¢ocukta tahminen 120 pg biyotin
bulunurken (Baker ve ark., 1962), eriskinde bu miktar yaklasik 675 pg’dir. Kandaki
toplam biyotin miktar1 ise 1 yas ¢ocuklarda sadece 0,95 pg ve eriskinlerde ise 2,4 pg
kadardir. Plazma biyotinine oranla, karaciger depolarindaki 126 kat ve 280 katlik
yiiksek biyotin miktarlari, normal biyotin kullanimi i¢in biyotin ddngiisiiniin
gerekliligini vurgulamaktadir. Karaciger biyotin depolarindaki siirekli azalmanin,
normal diyetle alinan az miktardaki biyotin ile yerine koyulabilmesi muimkin
degildir. Eksikligi olan hastalarda ancak belirlenen farmakolojik doz biyotin
takviyesi ile (kismi eksiklikte 5 mg biyotin/gin, tam eksiklikte 10 mg biyotin/giin)
hizli  klinik 1iyilesme saglanabilmektedir. Her hastanin tedavi dozunun
belirlenmesinde ve tedavi takibinde ise BTD enzim aktivitesinin Olglilmes
gerekmektedir.

Spektrofotometrik yontem kullanilarak BTD Olgiimiiniin  yapildig1 farkl
arastirmalarda, N-biyotinil PABA substrati kullanilarak insan serum biyotinidaz
aktivites 4,68-6,75 (Wastell ve ark., 1984) ya da 4,30-7,54 (Wolf ve ark., 1983a) ve
5,70-11,2 (Pispa, 1965) arasinda saptanmistir. Calismamizda, literatirle uyumlu
olarak, spektrofotometrik yontemle saglikli gruptan elde edilen normal serum
biyotinidaz enzim aktivitesi 3,26-7,8 U/L araliginda bulundu.

Daha once yapilan arastirmalara gore spektrofotometrik yontemle, diyalize
edilmis serumda BTD degerlerinin, diyalizsiz serum BTD degerlerinden 2,7 kat daha
yiiksek oOl¢iildiigii bulunmustur. Sonuglardaki bu farkliligin da serumda bulunan ve
diyalizle wuzaklastirllan endojen inhibitér olan biyotin  metabolitinden
kaynaklanabilecegi ileri stiriilmiistir (Chauhan ve Dakshinamurti, 1988). Rutin
uygulamada kullanilan spektrofotometrik yontemde, deneyi zorlastirmamak igin
diyalizsiz serum tercih edilmektedir. Florometrik metodla ise diyalize edilmemis
serumda oOlcim yapmak, serumdaki kucilk peptidierin ve amino asitlerin
interferansindan dolayr miimkiin degildir (Ebrahim ve Dakshinamurti, 1986).
Florometrik yontem ile sadece diyalize edilmis serumda ve plazmada Ol¢iim

yapilabilir.
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Literatiir bilgilerini referans alarak c¢alismamizda florometrik olgiimlerde
plazma, spektrofotometrik olciimlerde ise diyalize edilmemis serum kullanildi.

Calismamizin sonuglar1 gosteriyor ki, spektrofotometrik yontemin duyarliligi
%090,5 iken florometrik yontemin duyarliligir %100°diir. Florometrik yontem gergek
hastay1 hatasiz yakalayabilmektedir, bununla birlikte spektrofotometrik yontem ile
hasta olanlara %9,5 oraninda saglam tanis1 koyma riski vardir. Bu oran ¢ok yuksek
goriinmeyebilir ancak bu kadar basit tedavi edilebilecek bir hastalikta sadece tami
koymadaki yetersizlik nedeniyle kalic1 komplikasyonlarin gelismesi ve hatta 6lUm
kabul edilemeyecegi i¢in tanisal duyarlilig yiiksek testlerin kullanilmasi onemlidir.

Spektrofotometrik yontemin duyarliligi diisiik olmasma ragmen en sik
kullanilan tani testi olmaya devam etmektedir. Bunda maliyetin ucuz olmasinin
blyUk pay:1 vardir. Spektrofotometrik yontem uzun siiren ve yapilis asamasinda hata
orani yliksek olan, florometrik yonteme gore zor bir manuel testtir. Florometrik
yontemin inkiibasyon stiresinin, spektrofotometrik yontemden daha uzun olamsi, ve
substratinin oda 1sisinda 5 saatte ¢Oziinmesi ve sadece oda 1sisinda 5 gin
saklanabilmesi, buzdolabinda bozulmasi ve ayni zamanda bu substratin ¢ok pahali
olmas1 florometrik yontemin dezavantajlaridir (Bkz. Tablo 4.7). Bu sorunlar
¢oziildiigiinde florometrik yontem, hata oran1 daha diisiik ve daha hassas oldugu i¢in

spektrofometrik yonteme gore tercih edilen bir yontemdir.
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SONUC ve ONERILER

Serum BTD enzimi oda sicakliginda 2 saat iginde, 4°C’de 1 ginde, -20°C ve
-80°C'de ise aylarca stabilitesini korur. Ornek alimi ve nakil sirasinda mutlaka

stabilite kosullarina dikkat edilmelidir.

Calismaya dahil olan hastalardan elde ettigimiz Ol¢iim sonuglarina gore
florometrik yontemin %100 duyarliliga sahip oldugunu spektrofotometrik yontemin
ise %90,5 duyarlilikta oldugunu saptadik (Bkz. Tablo 4.2). Duyarliliklar arasinda her
ne kadar istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasa da BTD eksikliginin tanisinda
kullanilacak olan testin duyarliliginin daha yiiksek olmasi tercih edilmelidir. Ciinkii
hastalik eger erken tan1 konmazsa tedavis mimkin olmayan sekeller birakmakta ve
hatta 6limle sonuglanabilmektedir. Bulgularimiza gore duyarliligi ve 6zgiilliigii daha
yuksek bulunan florometrik yontem, biyotinidaz eksikligi olan hastalarda dogru

tan1y1 koymada spektrofotometrik yontemden daha tstiindUr.

BTD eksikliginin iikemizdeki sikli§i ve dogru tan1 koymanin hayati 6neme
sahip oldugu g6z Oniine alinarak, hassasiyeti daha yiiksek florometrik yontem tam
testi olarak kullanilmali ancak florometrik yontemin maliyet ve maliyeti etkileyen
substrat saklama kosullar1 gibi dezavantajlarini azaltmaya yonelik ileri arastirmalar

yapilmalidir.
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