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OZET

Seruloplazmin; ferroksidaz enzim aktivitesi gosteren, temel gérevi kanda bakirin
taginmasi olan, bunun yani sira antioksidan ve akut faz proteini olmak gibi islevleri
bulunan gok fonksiyonlu globtiler bir proteindir. Seruloplazmin proteini ayn1 zamanda
ferroksidaz aktivitesi ile demir metabolizmasinda da onemli bir rol iistlenmektedir.
Genetik bir mutasyondan kaynaklanan Wilson hastaligi ile Menkes sendromu ve
edinilmis hastaliklar olan karaciger yetmezligi, infektif ve inflamatuvar hastaliklar gibi

oksidasyon seviyesinin arttigi durumlarda duzeyi degisir.

Seruloplazmin, sahip oldugu ferroksidaz enzim aktivitesi ile viicuttaki endojen
substrat1 olarak kabul edilen ferr6z demir iyonlarini ferrik demir iyonlar1 formuna
donistirir. Bu doniisimiin kinetik olarak izlenmesi ile ferroksidaz enziminin aktivitesi
tayin edilir. Serum icerisinde bulunan ferroksidaz enzimi, substrat olarak reaksiyon
ortamina eklenen ferr6z demir iyonlarini, ferrik demir iyonlarina oksitler, olusan ferrik
demir iyonlari, hem selator hem de kromojen olarak fonksiyon gdsteren
asetohidroksamik asit ile baglanir ve bu baglanma sirasinda ferroksidaz enzim

aktivitesiyle dogru orantili olarak gézlenen renk degisimi kinetik olarak izlenir.

Yontemde gergeklestirdigimiz optimizasyon c¢alismalari, ferroksidaz enzim
aktivitesi icin referans olarak kabul edilen; substrat ve kromojen olarak O-dianizidin
kullanilan referans yontem ile karsilagtrma yapilarak desteklendi. Bu iki ydntem

arasimnda anlamli bir korelasyon (r: 0,981, p<0,001) bulundu.

Seruloplazmin proteininin tayin edildigi immiinotiirbidimetrik yontemde, bu
proteinin sadece miktar1 belirlenirken, teze konu olan ferroksidaz aktivitesi 6lgtim
yonteminde, miktar1 hakkmda fikir sahibi olmanin yaninda fonksiyonu hakkinda da
kantitatif bir veri elde edildi. Ayni1 zamanda bu yontem ile diisiik maliyetli, hizl1 sonug

alinabilen ve tam otomatik sistemlere kolayca uyarlanabilen bir test elde edilmis oldu.

Anahtar Kelimeler: Seruloplazmin, Ferroksidaz, Asetohidroksamik asit

Vi



ABSTRACT

Ceruloplasmin is a multi-function globular protein that shows ferroxidase enzyme
activity, and its main task is the transportation of the copper within the blood.
Additionally, ceruloplasmin has functions such as being an antioxidant and acute phase
protein. With the help of its ferroxidase activity it also plays an important role in iron
metabolism. In case of the following diseases the ceruloplasmin protein level is
changed; the Wilson’s disease which is caused by a genetic mutation, liver failures
which is caused by the Menkes syndrome, and infectious and inflammatory diseases

which leads an increase in the oxidation levels.

By means of its ferroxidase enzyme activity, ceruloplasmin converts the ferrous iron
ions, which are accepted as the endogenous substrates in the body, into the ferric iron
ions. Ferroxidase enzyme activity is determined by Kinetic investigation of this
transformation. The ferroxidase enzyme present in serum oxidizes the ferrous iron ions,
which are added as substrate to the reaction medium, into the ferric iron ions. The
resulting ferric iron ions are binded to the acetohydroxamic acid which functions as
both the chelator and the chromogen. The color change which is directly proportional to

the ferroxidase enzyme activity, is kinetically investigated during the binding process.

Optimization of the method is performed and results are supported by comparing the
method to the reference method that is used for the ferroxidase enzyme activity; the
method which uses the O-dianizidin as substrate and chromogen. A meaningful

correlation is found (r: 0,981, p<0,001) between two methods.

In the immunoturbodimetric method in which the ceruloplasmin protein is determined,
only the amount of the protein is obtained. However, in the ferroxidase activity
measurement method which is also the subject of the thesis, a quantitive data for both
the amount and function of the ceruloplasmin protein is obtained. At the same time with
this method a low cost and fast test which can be easily adapted to the fully automated

systems is obtained.

Keyword: Ceruloplasmin, Ferroxidase, Acetohydroxamic acid
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1.GENEL BILGILER
1.1.Seruloplazmin

Seruloplazmin (Cp) ilk olarak 1948 yilinda tanimlanmig, 151 kDa molekiil
agirhginda, total serum bakirinin % 95’ini iceren bir oo-globiilindir. Yapisinda 6 bakir
atomu igerecek sekilde hepatik parankimal hiicrelerde sentezlenir. igeriginde bulunan

bakir atomlar1 nedeniyle mavi renktedir(1).

Albiimin ve transkuprein en 6nemli bakir tasiyan proteinlerdendir. Albumin,
bakirin transportunda seruloplazminden daha biiyiik bir 6neme sahiptir. Bunun nedeni
albliminin bakir1 daha az siki baglamasi ve gerektiginde ihtiya¢ olan bolgelere daha
kolay birakabilmesidir(2,3).

type I
{domain 4)

=

type I

trinuclear | type 111

copper
cluster type Il

Seruloplazmin Uzerinde Bakir Baglanma Bélgeleri (4)
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1.1.1.Seruloplazmin Metabolizmasi ve Etkileri

Cp’ nin primer fizyolojik rolii plazma redoks reaksiyonlartyla iliskisidir. Serbest
ferrik iyonlar1 ve ferritin baglayan bolgelerin varlig1 gibi faktorlere bagl olarak oksidan
veya antioksidan dneme sahiptir. Cp demirin iyonik durumunu diizenlemede yasamsal
onemdedir, Gzellikle Fe*?in Fe**e oksidasyonunu ve bdylece toksik demir driinleri
olusmaksizin demirin transferine baglanmasini saglar. Bu durum, metabolizmada bakir
tasima  fonksiyonu olan seruloplazminin ferroksidaz aktivitesinin  oldugunu

gOstermektedir(1,2).

Ferroksidaz (EC 1.16.3.1) olarak da anilan seruloplazmin; ferr6z demir (Fe*?),
polifenoller ve poliaminlere (p-fenilendiamin, o-dianisidin gibi) kars1 oksidaz aktivitesi
gosterir. Bununla birlikte ferr6z demir (Fe*?) seruloplazminin biyolojik substrat1 olarak

kabul edilir ve ferr6z demire kars1 olan afinitesi diger substratlardan daha fazladir.(5)

NH2 NH2
H;CO

HoN HaN

OCHj4

P-FENILENDIAMIN (6) O-DIANISIDIN (7)

Seruloplazmin; akut faz proteinidir.

Enfeksiyon ve inflamasyon boyunca Cp aktivitesindeki artig, serum Cp’nin bir
akut faz proteini ve bir antioksidan gibi hareket ettigini gostermektedir(8).

Seriiloplazmin, akut faz proteini olma 6zelligi sayesinde, dogal organizma
defansinin temel faktorlerindendir. Seriiloplazmin kritik hastaligi olan vakalarin (septik

olaylar, kardiovaskiiler ve onkolojik hastaliklar), ve acil durumlarm (yaniklar,



radyasyon ve siddetli kazalar) tedavisinde kullanilabilecek uygun bir tedavidir.
Sertiloplazmin intoksikasyonu azaltmakta, kalp fonksiyonlarmin devamimi saglamakta,
hemotopoetik ve immiin sistemi kuvvetlendirmektedir. Ozellikle, preoperatif donemde
zayif ve anemik hastalarda, erken postoperatif donemde ve masif kan kaybi olan ve
proinflamatuar komplikasyonlu proceslerde endikedir. Bdoylelikle, doku hipoksisi
azaltilip, intraselliiler oksido-rediiksiyon progesler diizelir, solunum ve dolagim

fonksiyonlar1 regiile olur (9).

Seruloplazminin belirgin etkisi, akut ve kronik osteomiyelit, romatizma, infektif

endokardit ve iskemik kalp hastaligi olan hastalarin tedavisinde de gozlenmistir (9).

Seriiloplazmin  ancak  6zel klinik kosullar  esliginde 1v. olarak
uygulanabilmektedir. Su andaki medikal kulanim1 oldukga kisith olsa da, her gegen giin
lehine yayinlanan klinik veriler, gelecekte ¢ok daha genis bir kullanim alanina sahip

olacagini isaret etmektedir.

Seruloplazmin; antioksidan bir proteindir.

Oksidasyon uriinlerinin Gretimiyle, plazmada artan oksidatif stresi kompanse
etmek Uzere, bir serum antioksidani olan seruloplazmin diizeyi artar(10). Bdylece
serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonu gibi serbest radikallerin dokulara ve
plazmaya yaptigi zararl etkileri engeller(11,12,13). Ayrica DNA hasarmi engelledigi de
bilinmektedir(14,15).

Seruloplazmin; prooksidan bir proteindir.

Seriiloplazminin ferrooksidaz aktivitesinin, iyi tanimlanmis deneysel sartlarda,
makromolekiiller 6zellikle diisiik dansiteli lipoproteinler iizerinde oksidatif hasara neden
olabilecegi ortaya konmustur. Seriiloplazminin fazla miktar dializinin prooksidan
aktivitesini degistirmedigi ortaya konmustur bu da prooksidan bakirin sikica
baglandigimi gostermektedir. Ancak, selasyon ligand olan Chelex-100’iin solid fazinin

tedavisi ile, sertiloplazminin prooksidan aktivitesi tamamen inhibe edilmektedir. En



dipte yerlesmis bir par¢a olan, His 426, direkt oksijen ile reokside olmasi nedeniyle,

ROS olusumuna neden olup, prooksidan aktiviteden sorumludur. (16)

Seruloplazmin; vaskdler tonusun regulasyonunda gorevlidir.

Seruloplazminin, vaskuler tonusun diizenlenmesinde gorev alan endotelyal nitrik
oksit sentaz (NOS) enziminin fonksiyonunu degistirebilecegi gosterilmis ve
seruloplazminin damar endotelinin nitrik okside bagl dilatasyonunda bir roli
olabilecegi distiniilmiistiir(11). Nitrik oksidin nitrosothiol drdnleri, nitrik oksid
transporterlart olarak fonksiyon goriip, hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal
transdiksiyonundan sorumludur(17). NO, seriiloplazminin substratlar1 i¢inde, direkt

mavi bakir bolgelerine baglanabilme 6zelligine sahip olmasi nedeniyle tektir(18).

Seruloplazmin; ferroksidaz aktiviteye sahip proteindir.

Seruloplazmin, ferroksidaz aktivitesiyle ferréz demirin (Fe*?) ferrik demire
(Fe*®) oksidasyonunu katalizleyerek demirin transport proteini olan transferrin ve depo
proteini olan ferritine baglanmasini kolaylastirir ve ayn1 zamanda Fenton reaksiyonunu

da dnleyerek antioksidan aktivite gosterir(19).

1720, H,O
O Cp-Cu?* Cp-Cu™
\F92°>_<: Fed — = Ti-Fe3*
Reticuloendothelial Plasma Bone Marrow

System

Sekil 1: Seruloplazminin ferroksidaz aktivitesi (20)



Seruloplazminin tip 1 bakir bdlgeleri uzun, dar ve negatif yilikli yarikta
yerlesmis olup, 2 yiiklii metal iyon baglanma bolgesinin altindadir. Bunun hemen st
kisminda, daha zayif yerlesmis, negatif yiikli alan vardir ki, bu bolgenin 3 yiikli iyonlar
baglanma bdlgesi oldugu diisiiniilmektedir(21).

1.1.2.Serulolazmin Eksikligi

Karaciger yetmezligi ve malnitrisyon gibi protein sentez bozukluklari,
protein kaybettiren enteropati, nefrotik sendrom, herediter hiposeruloplazminemi,
Wilson hastaligi, Menkes hastaligi, nutrisyonel bakir eksikligi (22,23) ve diyabetli
hastalarda (24) plazma Cp diizeylerinin 6nemli diizeyde diisiik oldugu bildirilmistir.

1987°de  Miyajima, “Aseruloplazminemi” adim1  verdigi, dolasimdaki
seruloplazminin hemen hemen yoklugu ile karakterize, otozomal resesif, nérodejeneratif
bir hastallk tamimladi.  Seruloplazmin geninde mutasyonla ortaya ¢ikan
aseruloplazminemide; pankreas, retina ve beyinde fazla demir birikimi meydana
gelmekte ve (25) artan demir konsantrasyonu, beyinde lipid peroksidasyonunun artisina
neden olabilmektedir. Ayrica sistemik demir akiimiilasyonundan dolay1 hastalarda,
artmis ferritin  diizeyi, dislik transferin satiirasyonu ve hafif diizeyde anemi
gbzlenmistir. Bu yeni hastalik, ‘aseriiloplazminemi’ seriiloplazminin, demir hemostazisi

i¢in esansiyel bir ferrooksidaz oldugunu ortaya koymustur(26).

Aseruloplazminemi durumunda yapilan PET calismalarinda, beyin glukoz ve
oksijen hipometabolizmasi izlenmistir. Bazal ganglianin mitokondriyal solunum
zincirinde, ozellikle kompleks 1 ve IV’ de, enzim aktiviteleri % 43-50 oraninda
azalmaktadir. Ayrica serebral ve serebellar kortekstede % 62-65 oraninda diisiis
gozlenmistir(26). Tim bu veriler, seriiloplazmin yetersizliginin, artmis lipid
peroksidasyonu, azalmis mitokondriyal enerji {iretimi ve demir aracili serbest
radikallerin artmasi nedeniyle noronal hiicre hasarma yol agtigini ispatlamaktadir(26).
Farelerde Cp eksikliginde karaciger ve diger organlarda demir birikimi

gozlenmistir(27).



Seriiloplamin gen hasari olusturularak yapilan bir ¢alismada(28), Cp-/- farenin
sinir sisteminde, serebellum ve beyin sapinda demir birikimi gozlenmistir. Baz1 S.S.S.
bolgelerinde, lipid peroksidasyonu izlenmistir. Cp-/- fare, beyin sap1 dopaminerjik
noronlarm kaybma bagli motor koordinasyon defisiti gostermistir. Bu durum,
seriiloplazminin S.S.S.’ni demir aracili radikal hasardan korudugunun ispatidir ve
Parkinson, Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklarda antioksidan etkisinin 6nemini

vurgulamaktadir.

1.1.3. Serulolazmin Toksisitesi

Bu proteinin yiiksek diizeyleri aterosklerozis gelisimine zemin hazirlar. Cok
sayida arastirmaci kardiovaskiiler hastaliklar ve artmis Cp seviyeleri arasinda
korelasyon gostermislerdir(29). Miyokard infarktistindeki (MI) artmis riskin, Cp’nin
prooksidan aktivitesinden ve LDL’yi oksidatif modifikasyona ugratarak aterosklerozun
fizyopatolojisine katkida bulunmasmndan kaynaklanabilecegi ileri sirtlmektedir(30).
Tip 2 diyabetes mellituslu (DM) hastalarda serum Cp duzeyleri kontrol grubuna goére
yiiksek olmasina karsin serum Cp seviyelerinin kan glikoz seviyeleriyle iliskisi heniiz

belirlenememistir(31).

1.2.Bakar (Cu)

Bakir ¢ok sayida metalloproteinle iliskisi olan 6nemli bir eser elementtir.
Biyolojik sistemlerde hem Cu*' (cuprous) hem Cu*? (cupric) degerlikli durumda
bulunur. Atom agirlig1 63,546 g/mol, atom numarasi 29 olan bakir, periyodik tabloda
1B grubunun ilk elementidir. Normal bir diyetle ortalama 0,6 - 3 mg/giin bakir
alinmaktadir(32).

1.2.1.Emilimi, Depolanmasi, Regiilasyonu ve Atilim

Bakir emilimi duodenumda maksimumdur ve mideden de emilebilir. Intestinal

mukozal hiicrelerde bakir, merkaptopeptid olusumu yoluyla bakir1 baglayan, siilfidril



grubundan zengin bir protein olan metallotionein ile reaksiyona girebilir.
Metallotioneinin normal emilim siirecinde rol alip almadigi ve bakir alimi yiiksek
oldugunda asir1 emilimi dnleyip 6nlemedigi acik degildir. Diger metal iyonlari, 6zellikle
cinko ve kadmiyum siilfidril baglayan bdlgeler icin bakirla yarisirlar ve bu durum adi
gecen metallerin bakir emilimine antagonizmalarini agiklar. Oral olarak alman bakirin
% 50-80 kadar1 barsakta emilir. Bakir emilimini etkileyen faktorler; cinsiyet
(kadinlarda emilim yiizdesi daha biiyiiktiir), alinan miktar, kimyasal form ve belli
diyetsel igeriklerdir. Bakir emilimi sprue, lenfosarkoma ve skleroderma gibi ince

barsagi etkileyen diffiiz hastaliklari olan bireylerde yetersiz olabilir(33).

Emilen bakir; bakir-albiimin veya bakir-histidin kompleksleri seklinde hizla
karacigere tasinir, burada ¢ogunlukla metallotiyonein benzeri bakirli bir protein olarak
depolanir. Bakir karacigerden ¢ok islevli bir bakirli protein olan ve plazmadaki toplam
bakirm % 95 inden sorumlu olan seriiloplazmin olarak salmir. Bakir; bakir iceren
enzimlerin yapisina girmek icin hiicre icine, sertiloplazmin, transkuprein, bakir-albiimin

ve bakir-aminoasit komplekslerini igeren belirli tasima mekanizmalari ile tagmabilir.

Eriskin insan viicudu 80 — 150 mg bakir i¢cerir. Doku konsantrasyon araligi 1,5—
2,5 pug/g’dir. Karaciger bakirin esas depo yeridir ve bakir igerigi 30 — 50 pg/g kuru doku
agirhgidir. Goreceli olarak kalp, beyin ve bobreklerde de yiksek miktarlarda bulunur.
Kas ve kemik bakir konsantrasyonlar1 diisiiktiir fakat biiytlik kiitleleri nedeniyle toplam
viicut bakirmin % 50’sini olustururlar. Bakir baslica fegesle atilir, bu bakir barsaktan

emilemeyen formu ile biliyer ve gastrointestinal sekresyonlardan dogan bakir1 igerir.

Karaciger bakir regiilasyonunda anahtar organdir. Burada bakir depolanir,
yapiya katilir ve kan diizeylerini siirdiirebilmek icin seriiloplazmin olarak salinir.
Intestinal emilim mekanizmasi ve biliyer atilimin bakir homeostazinm diizenlenmesinde

Onemli rol oynadig1 goriilmektedir(33).



1.2.2.Klinik Onemi

Bakir metalloproteinlerin en biiyiikk islevleri oksidasyon rediiksiyon
reaksiyonlariyla iligkilidir; Bakir igeren enzimler molekiler oksijeni direkt olarak
baglarlar ve oksijen ile reaksiyona girerler. Bakir; seruloplazmin, sitokrom c oksidaz,
stperoksit dismutaz, dopamin B-hidroksilaz, askorbat oksidaz, lizil oksidaz ve tirozinaz

gibi bircok metalloenzimin bilesenidir.

Bakir Wilson hastaliginda eksikligi goriilen intraselliiler bir ATPaz tarafindan
peptid zincirine eklenir. Bakir normal polipeptid zincirinin katlanmasi igin esastir;
apoCp, bakir veya ATPaz yoklugunda bile sentezlenir, fakat ¢ogu intraselliiler olarak

yikilir, ancak az bir miktar1 dolagima salinir(1,2).

1.2.3. Bakir Eksikligi

Cok sayida patolojik durum bakir iceren enzim aktivitesinde kayipla
iliskilendirilmistir. Deri pigmentasyonunda yetersizlik melanin sentezinin ilk
basamaginda gerekli tirozinaz aktivitesinin baskilanmasma baglhdir. Cesitli destek doku
(kardiyovaskuler ve iskelet) ¢apraz baglanma defektlerine aminoasit oksidaz, 6zellikle
lizil oksidaz aktivitesi kaybmin neden olduguna inanilmaktadir. Ataksi, motor
néronlarda sitokrom c oksidaz aktivitesindeki azalma sonucu ortaya ¢ikabilir. Azalmis
dopamin B-hidroksilaz aktivitesi katekolaminlerin birbirine ¢evrimlerinde anormallikle
sonuclanabilir. Bakir demir metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir. Bakir eksikligi

demir emilimini bozar ve siddetli bakir eksikligine anemi eslik eder.

Bakir eksikliginin belirtileri;

1. Erken evrede notropeni ve hipokromik anemi: her ikisinden de demir degil oral bakir
aliminin eksikligi sorumludur.
2. Osteoporoz ve cesitli kemik ve eklem anormallikleri: Bu durum kemik kollajen ve

bag dokusunun bakira-bagimli ¢capraz-baglanmasindaki eksiklik nedeniyledir.



3. Melanin sentezi i¢in gerekli tirozinaza baglanan bakir, deri pigmentasyonunda azalma
ve genel solukluk hali olusturur.
4. Daha gec evrelerde, olasilikla sitokrom c¢ oksidazin neden oldugu nérolojik

anormallikler (hipotoni, apne, psikomotor retardasyon) goralur.

Plazma bakir ve seruloplazmin konsantrasyonlar1 bakir eksikligi ve tedaviye

cevap derecesini yansitir.

Eser elementlerden eksik infiizyon sivilartyla uzun siireli hiperalimentasyonun
hem yeni doganda hem eriskinde bakir eksikligi olusturdugu gosterilmistir. Gozlenen
belirtiler genellikle diisiik plazma bakir1 ve seruloplazminini igceren bakir eksikligi ile
iliskili anemi, ndtropeni, 1okopeni ve hiposelliiler kemik iligidir. insan bakir eksikligi
ayn1 zamanda orak hiicreli anemi i¢in ¢inko tedavisi ve penisilamin gibi bakir baglayan
ajanlarla tedavi ile iliskili olabilir. Bakir eksikliginin kalp ritmi diizensizligi ve

hiperlipidemi yoluyla koroner kalp hastalig1 riskini arttirdig diistiniiliir(33).

1.2.4. Bakirin Toksik Etkileri

Bakir toksisitesi insanlarda nadir goriiliir. Metabolizmada hasara neden olan
hidroksil radikalinin (OH") ortaya ¢ikmas1 bakirin indiikledigi oksidatif mekanizmayla
olusabilir(34,35).

1.2.5. Menkes Hastahgi

Menkes hastaligi bakir baglayan p-tipi bir ATPaz genindeki mutasyonlardan
kaynaklanir. Menkes hastalig1 (“kirik” veya “celiklesmis” sa¢ hastaligi) bir bakir
metabolizmasi hastaligidir. X’ e bagh, sadece erkek g¢ocuklar: etkileyen, sinir sistemi,
bag dokusu ve damarlar1 tutan ve genellikle bebeklik doneminde §liimle sonuglanan bir
hastaliktir. Bu ATPaz’in bakirin hiicrelerden disar1 ¢ikisindan sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Mutasyonla degisiklige ugradiginda, bakir bagirsaktan normal bir

sekilde hareket ettirilememekte ve diger bir grup hiicre ve dokularda oldugu gibi



buralar1 terk edemeyerek ilgili yerlerde birikime ugramaktadir. Bakirin birikmis
olmasma karsin, olasilikla apoenzimlerle birlestirilmesindeki bir kusura bagli olarak
bakira bagimli birgok enzimin etkinligi azalmistir. Normal karaciger, bu ATPaz’1 ¢ok az
ifade etmektedir ve bu da Menkes hastaliginda karaciger tutulumunun olmamasini
aciklayabilir. Bu veriler, karacigerin Wilson hastaliginin olugsmasina katilabilen farkli

bir bakir baglayict ATPaz igerebildigi olasiligmin ileri siiriilmesine yol agmustir(3).

1.2.6. Wilson Hastahg

Wilson hastaligi (hepatolentikiiler dejenerasyon) bakir baglayan bir p-tipi
ATPaz’1 kodlayan gendeki mutasyonlardan kaynaklanir. Bakirin safra ile atilamadigi ve
karaciger, beyin, bobrek ve eritrositlerde biriktigi kalitsal bir hastaliktir. Bakirin artan
miktarlarda birikmesiyle, olgularda hemolitik anemi, karaciger hastalig1 (siroz, hepatit)
ve bazal ganglionlarla diger merkezlerde bakir birikmesine bagli olarak nérolojik bir
sendrom geligir. Kayser-Fleischer halkas1 sik rastlanan klinik bir bulgudur. Bu
desseman zarinda bakir birikmesine bagli olarak kornea g¢evresinde olusan yesil veya
altin rengi pigmentli bir halkadir. Wilson hastaligindan kusku duyuluyorsa karaciger
biyopsisi yapilmalidir. Karaciger bakir miktar1 250 pg/g kuru agirlik diizeyinden yiiksek
iken plazma seruloplazmin diizeyinin 20 mg/dI’nin altinda olusu tani koydurucudur.
1993’te Wilson hastaliginin nedeni de ortaya c¢ikarilmistir. Menkes hastaligima neden
olan genin kesfini takiben, benzer bir bakir baglayic1 p-tipi ATPaz’1 kodlayan bir
gendeki c¢esitli mutasyonlarm bu hastaliktan sorumlu oldugu bulunmustur. Bu genin,
Menkes sendromundaki gen truninin ileri derecede benzeri olan 1411 aminoasitlik bir
proteini kodladig1 saptanmistir. Bugiin tam olarak agiklanamamis bir tarzda, islevsiz bir
ATPaz, bakirm safra i¢ine kusurlu atimma, bakirm aposeruloplazminle
birlestirilmesinde bir azalmaya ve bakirin, 6nce karaciger daha sonra beyin gibi diger
organlarda birikmesine neden olmaktadir. Wilson hastaligimnin tedavisi, diisiik bakir
iceren bir diyetin yani swra hastaya, yasam boyu penisillamin verilmesi seklindedir.
Bakir ile gelat yapan penisillamin idrarla atilir ve boylece bu mineralin viicuttan kaybini
saglar(33).
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HASTALIK MENKES HASTALIGI | WILSON HASTALIGI
Genin konumu Xq13.3 Xq14.3
Kalitim X e bagl ¢ekinik Otozomal gekinik
Gen Grind Cu*? baglayan p-tipi ATPaz | Cu*? baglayan p-tipi ATPaz
[fadesi Karaciger dis1 tiim dokular | Karaciger, bobrek, plasenta
Baslangig¢ Dogumda Geg cocukluk
Klinik bulgular Serebral dejenerasyon, Karaciger hastaligi,

anormal sag, diger bulgular,

erken 6lim

norolojik bulgular, ge¢
eriskinlige kadar hayatta
kalabilir.

Laboratuvar bulgular1

Azalmis serum ve KC Cu*?
Azalmig serum Cp

Artmis bagirsak Cu*?
Artmus bobrek Cu*?

Azalmis serum Cu*?
Azalmig serum Cp
Artmis idrar Cu*?

Artmus karaciger Cu*?

Hucre kilttrd

Artmis Cu*? birikimi

Azalmis Cu*? atilimi

Cogu olguda normal

Kusur Bagirsaktan Cu*? emilimi, | Safrayla Cu*? atilimu,
Cu*? bagimli enzimlerde seruloplazminle Cu*?
eksiklik birlesmesi

Tedavi Etkin tedavisi yok Penisillamin

Tablo—1 Menkes hastahg ile Wilson hastahgimin karsilastirilmasi(3)

Test

Normal eriskinde referans arahklar

Serum bakir1

10-22 umol/L

Seruloplazmin

200-600 mg/L

[drar bakiri

<1 umol/24 saat

Karaciger bakiri

20-50 pg/g kuru agirlik

Tablo-2 Bakir metabolizmasi i¢in kullanilan ana laboratuvar testleri(3)
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1.3 Demir Kromojenleri

Ferrozin

Ferrozin
(3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-pdisulfonicacid monosodiumsalt hydrate)
Sekil-2

Ferrozin, Fe*? iyonu ile birleserek 562
nm dalga boyunda en yiksek
absorbansi vermektedir. Bu madde,
— " | Fe'2 iyonuna spesifik bir kimyasaldir.
Klinik olarak serumda mevcut demir

miktarmin 6l¢timii i¢in kullanilir(36).

Ferene

Ferene
(3-(2-Pyridyl)-5,6-di(2-furyl)-1,2,4-triazine-5',5"-disulfonic acid disodium salt)
Sekil-3

Ferene, Fe*? iyonu ile birleserek 593 nm
/ l dalga boyunda en yiiksek absorbansi
Na+ 038 N vermektedir. Bu madde, Fe*? iyonuna
VN
serumda mevcut demir miktarinin
0 "“N N 8lgiimil igin kullanthir(37).

Na* 035 \ |

spesifik bir kimyasaldir. Klinik olarak

12



http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Datei:Ferrozineisenkomplex.png&filetimestamp=20091018003707
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/fluka/82940?lang=en&region=US##

Norfloksasin

Norfloksasin

(1-ethyl-6-fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-yl-1H-quinoline-3-carboxylicacid)

Sekil-4

O O
| OH

bir
antibakteriyel ajandir. Fe* ile stabil bir

Sentetik kemotoropatik

kompleks olusturur ve 415 nm dalga

boyunda maksimum absorbans

vermektedir(38).

Ksilenol oranj

Xylenol Orange

3,3-Bis (N,N-bis(carboxymethyl)aminomethyl)-o-cresolsulfonephthalein tetra sodium

salt
Sekil-5

Ksilenol oranj ferrik demir (Fe*®)
iyonlar1 ile en uygun dalga boyu olan
560 nm’de renkli bir kompleks
olusturur. Ksilenol oranj ile ferrik

demir 1:1 olarak kompleks yapar(39).
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/fluka/n9890?lang=en&region=US##
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/227854?lang=en&region=US##

Kromazurol B (Mordant mavisi)

Kromazurol B (Mordant mavisi)

Sekil-6
N Kromazurol B ferrik demir (Fe*™)
e e iyonlar1 ile optimum dalga boyu olan
660 nm de renkli bir kompleks
"o olusturur(40).
o-
o

Asetohidroksamik Asit

Asetohidroksamik asit
Sekil-7

Asetohidroksamik asit ferrik iyonlar

O (Fe*®) ile selasyon olusturarak,

optimum dalga boyu olan 444 nm

O H dalga boyunda en yiiksek absorbansi
7 vermektedir(41).

H.G” N
*H
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/159034?lang=en&region=US##

1.4. Reduktant Maddeler (42)

Ditiyotreitol (DTT)

Ditiyotreitol (DTT)

Sekil-8

_SH

H——OH
HO——H

SH

[liml1 bir rediiksiyon ajanidir. Genellikle
proteinlerin rediiksiyonunda kullanilir.
Cok stabil degildir, hava ile belli bir siire
temas1 sonunda, yapisinda bulunan ve
rediiksiyon igleminden asil sorumlu olan
tiyol gruplari, oksitlenerek  disiilfit
formuna doniisir ve sahip oldugu

rediiksiyon kapasitesi azalir.

B-Merkaptoetanol

B-Merkaptoetanol

Rediiksiyon islemini igerdigi tiyol grubu
ile gergeklestirir ve birgok Ozelligi
bakimindan DTT kimyasalina benzer
ama tek bir tiyol grubu icermesi
nedeniyle DTT den daha zayif bir

rediiksiyon ajanidur.
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/d0632?lang=en&region=US##
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/m6250?lang=en&region=US##

TCEP (tris(2-karboksietilfosfin)

TCEP (tris(2-karboksietilfosfin)
Sekil-10

Cok guclu rediksiyon kapasitesi ve hava

O ¢ HCl ile temasi halinde dahi rediiksiyon
N q . C
HO)KL 0 iz;l:l::rrr\nmn evan;)opl'ileetrmeSI ol;asllznpl
O P /\)‘LOH saglamistir.
HOJ\’)

Sodyum Borohidrat

Sodyum Borohidrat
Sekil-11

Gucli  indirgeme  kapasitesi  olan
H = | rediiksiyon ajanlarmndan biridir. Su ve
alkol gibi polar c¢o6zicllerde cok iyi

‘ ¢cozundr, aktivitesinin uzun siire devam
N + etmesi icin i¢inde ¢Oziindiigli ortamin
a H/ B\ pH’ s1 alkali yapilir. Klasik oksidasyon

/ H siras1 alkol-aldehit/keton-karboksilik asit

H seklinde olan bu organik yapilardan,

aldehitl ve basit keton yapilarmi alkole

indirgeyebilme  glicine  sahip  bir

rediiksiyon ajanidur.
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Lityum Borohidrat

Sekil-12

Lityum Borohidrat

H

~L

Sodyum borohidrata benzer kimyasal
Ozelliklere sahip olmasmna karsin
sodyum borohidrattan daha gucli
rediiksiyon kapasitesine sahiptir. Ayni
zamanda karboksilik asitleri alkollere
kadar indirgeme kapasitesine sahiptir.
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2. GEREC VE YONTEM

Yeni gelistirilen bir yontem olan, tam otomatik ve spektrofotometrik olarak
tayini gerceklestirilebilen ferroksidaz 6lgim metodu; primer gorevi, plazmada bakirin
tagmnmasi olan seruloplazmin proteininin, ferroksidaz aktivitesinden yararlanarak
ortamdaki ferr6z demir iyonlarini ferrik demir iyonlar1 formuna gevirmesiyle gozlenen
kinetigin Ol¢ulmesi prensibine dayanmaktadir. TUm kimyasallar sigma-aldrich Co.
LLC.’den temin edilmistir. Spektrofotometrik dlciimlerde roche marka Cobas C 501

model otomatik analizor kullanilmistir.

Kullanilan Kimyasallar:

Asetik asit Amonyum demir(2) sulfat hekzahidrat
Sodyum asetat P-fenilendiamin

Asetohidroksamik asit O-dianisidin

Ditiyotreitol (DTT) Sulfurik asit

Kromazurol B

2.1. Gelistirilen Yontem Ile Ferroksidaz enzim aktivitesinin élgtimi

1. Reaktif (R1)

5 mM asetohidroksamik asit 450 mM pH: 5,8 asetat tamponu iginde ¢6zulir.

2. Reaktif (R2)

1000 ml deiyonize su icinde; 2,07 mM Ditiyotreitol (DTT) ve 4,08 mM
Fe(NHa4)2(S04).6H20 (Amonyum demir(2)stlfat hekzahidrat) kimyasallar1 ¢6ziiliir.
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Ornek(uL) | R1(uL) | Ridiltent(uL) | R2(uL) | Ridilient(uL)
3,5 120 60 40 -

Tablo-3 Gelistirdigimiz Yontem ile Ferroksidaz Olgiim Aplikasyonu

Ana dalga boyu: 444 nm / yan dalga boyu: 700 nm olacak sekilde kinetik okuma yapilir.

2.2. Asetohidroksamik Asit Optimizasyonu

Referans yontemlere gore ferroksidaz aktivite 6lgtimil yapilarak disiik, orta ve
yiiksek aktivite gosteren serumlar gruplara ayrildi ve ii¢ farkli seviyede serum havuzu
olusturuldu. Ydntemimizin optimizasyon c¢aligmalari serum havuzundan hazirlanan
diisiik, orta ve yiiksek aktivite gosteren numunelerle gerceklestirildi. Farkli derisimlerde

caligilarak optimal asetohidroksamik asit konsantrasyonu belirlendi(Sekil-16).

2.3. Amonyum Demir(2) Sulfat Hekzahidrat Optimizasyonu

Referans yontemlere gore ferroksidaz aktivite Sl¢timii yapilarak diisiik, orta ve
yiiksek aktivite gosteren serumlar gruplara ayrildi ve ii¢ farkli seviyede serum havuzu
olusturuldu. YOntemimizin optimizasyon deneyleri serum havuzundan hazirlanan

diisiik, orta ve yliksek aktivite gdsteren numunelerle degerlendirildi.

Ferroksidaz enzim substrati olan amonyum demir(2) sulfat hekzahidrat
(Fe(NH4)2(S04).6H20) farkli konsantrasonlarda ¢alisildi(Sekil-17).

2.4. Kullamilan Ornek Hacminin Optimizasyonu
Yontemimiz i¢in kullandigimiz 6rnek hacmi, ferroksidaz enziminden reaksiyon
ortamindaki en yiiksek verimi alabilmek amaciyla 3,5 pL /5 pL /6,5 pL /10 pL olacak

sekilde farkli hacimlerde numune ¢aligilarak elde edilmistir.

(Sekil-18, Sekil-19, Sekil-20, Sekil-21)
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2.5. Kullanilan 1. Reaktif (R1) Hacimlerinin Optimizasyonu

R1 hacimleri / R1 diltent hacimleri 100 pL /80 uL, 120 pL /60 uL, 140 uL /40
uL, 160 pL /20 pL, 180 pL /0 uL olacak sekilde farkli seviyelerde caligilarak
reaksiyon grafikleri elde edilmistir. (R2 hacmi 40 pL.’> de sabit tutulmustur)

(Sekil-22, Sekil-23, Sekil-24, Sekil-25, Sekil-26)

2.6. Kullanilan 2. Reaktif (R2) Hacimlerinin Optimizasyonu

R2 hacimleri 10 uL, 20 pL, 30 puL, 40 pL, 50 pL, 60 pL 70 pL olacak sekilde
farkl seviyelerde caligilarak reaksiyon grafikleri elde edilmistir. (R1 hacmi/R1dilient
hacimleri 120 pL/ 40 pl’ de sabit tutulmustur.)

(Sekil-27, Sekil-28, Sekil-29, Sekil-30, Sekil-31, Sekil-32, Sekil-33)

2.7. Diger Seruloplazmin Ve Ferroksidaz Olciim Yontemleri

Baslica seruloplazmin tayin yontemleri:

1) Seruloplazmin “miktarnm” kantitatif analizine dayanan; nefelometrik
yontem

2) Seruloplazminin “enzim aktivitesine” (ferroksidaz aktivitesi) dayanan; p-
fenilendiamin, O-dianisidin ve ferr6z demir iyonlar1 gibi kimyasallarin, substrat olarak

kullanildig1 6l¢iim yontemleri olarak gruplanmaktadir.

Nefelometrik yontem ile gerceklestirilen seruloplazmin tayini;

Spesifik bir antiseruma karsi 6lgiim yapilmasi prensibine dayanmaktadir. ilk
reaktifinde, fosfat tamponu icerisinde 50 g/L polietilen glikol (PEG) ikinci reaktifinde,
fosfat tamponu icerisinde insan serlloplazminine spesifik anti-seruloplazmin anti
serumu (> 0,42 g/L) bulunmaktadir. Maksimumum absorbansi1 ana dalga boyu 340 nm,

yan dalga boyu 700 nm de olacak sekilde ¢alisilmaktadir.(43,44)
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Seruloplazminin ferroksidaz aktivitesinin 6lgimune dayanan tayin yontemleri:

P-fenilendiamin(PPD) oksidasyonu temelinde gercgeklestirilen ydntem, bu
yontemde substrat olarak p-fenilendiamin kullanilir. Iceriginde substrat olarak 0,0135 M
p-fenilendiamin ihtiva eden, pH: 5.2 , konsantrasyonu 0.598 M asetat tamponunun
bulundugu bu metod, serumdaki ferroksidaz enzimiyle PPD’ nin oksidasyonu ve buna
bagh olarak ferroksidaz aktivitesinin 550 nm dalga boyunda 6l¢ildigi kinetik bir
yontemdir(45,46,47,48).

Ornek(uL) R1(uL)
10 100

Tablo-4 P-fenilendiamin kullanilan referans ferroksidaz 6l¢iim aplikasyonu

Dalga boyu: 550 nm olacak sekilde kinetik okuma yapilir.

O-dianizidin oksidasyonu temelinde gerceklestirilen yontem; burada substrat
olarak O-dianisidin kullanilmaktadir. Serumdaki ferroksidaz enziminin O-dianisidini
oksitlemesiyle, ferroksidaz aktivitesinin ol¢iildiigii bir yontemdir. Bu yontem iKi
reaktiflidir. {lk reaktif, ©Ornegin icerisindeki ferroksidaz enziminin optimum
caligabilmesi i¢in uygun pH ortami olusturan asetat tamponudur (450 mM, pH: 5,85
asetat tamponu). Ikinci reaktif ise, icerisinde ferroksidaz enziminin okside edecegi ve
boylece enzimin aktivitesinin Olgiilebilecegi substrat olan o-dianisidin (Deiyonize su
icerisinde, 10 mM o-dianisidin ve 25 mM siilfiirik asit) bulunmaktadir(46,47,48).

Ornek(pL) R1(uL) R2(uL)
10 100 30

Tablo-5 O-dianisidin kullanilan referans ferroksidaz 6l¢iim aplikasyonu

Dalga boyu: 444 nm olacak sekilde kinetik okuma yapilir.
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Ferréz demir iyonlarinin (Fe*?) oksidasyonu temeline dayanan yontem; substrat
olarak, icerisinde ferr6z demir (Fe*?) iyonlar1 bulunduran, Fe(NHi).SOs bilesigi
kullanilmaktadir. pH: 5,8 ve konsantrasyonu 0,45 M olan asetat tamponu igerisinde,
kromojen olarak ferene S, substrat olarak 70 mM Fe(NH4)2SO4 bulunan bu yontemde,
ferroksidaz enziminin katalitik etkisiyle, reaktif icerisindeki ferr6z demir iyonlarinin

azalarak ferrik demir iyonlarina doniisiimii kinetik olarak izlenmektedir.(5,48)

2.8. Kromazurol B Kullanilan Deneysel Ferroksidaz Olgiim Yéntemi

Bu yeni yontem denemesi, bilinen ferrik demir kromojenlerinden biri olan
kromazurol B (Mordant Mavisi) kimyasalini kullanarak gergeklestirilmistir. Bu
deneysel yontemde iki reaktif kullanilmistir. Birinci reaktif icerisinde 450 mM pH: 5,8
asetat tamponu icinde 5 mM kromazurol B bulunmakta, ikinci reaktif icerisinde ise
deiyonize su igerisinde 2,07 mM Ditiyotreitol (DTT) ve 4,08 mM Fe(NHa)2(SO4).6H20
(Amonyum demir(2)siilfat hekzahidrat) kimyasallar1 bulunmaktadir.

Ornek(uL) | R1(uL) | Ridiltent(uL) | R2(uL) | R1diltient(uL)
3,5 30 150 5 -

Tablo-6 Kromazurol B Kullanilan Deneysel Ferroksidaz Olgiim Aplikasyonu
Ana dalga boyu: 660 nm / yan dalga boyu: 800 nm olacak sekilde kinetik okuma yapilir.

2.9. Bakar Ile Seruloplazmin Aktivitesinin/Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Dolasimda seruloplazmine bagli olarak tasmman bakir ile seruloplazmin miktar1
veya aktivitesi arasinda giiclii bir iliski beklendiginden dolay1; atomik absorbsiyon ile
Olclilen bakir diizeyleri ve gelistirdigimiz enzimatik yontem, diger referans enzimatik
yontemler ve nefelometrik seruloplazmin 0lgim yodntemleri ile elde ettigimiz
seruloplazmin miktar1 ve aktivitesi arasindaki iliski istatistiksel olarak arastirilmistir.
(Tablo-10, Sekil-35, Tablo-11, Sekil-36, Tablo-12, Sekil-37, Tablo-13, Sekil-38,
Tablo-14)
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2.10. Referans yontemlerle karsilastirma

KORELASYON
O-DIANISIDIN AHA

Pearson Korelasyon 1 ,981** '
O-DIANISIDIN Anlam Derecesi . ,000

N o5 95

Pearson Korelasyon ,981** 1

AHA
Anlam Derecesi ,000
N 95 95

Tablo-7 Asetohidroksamik asit kullanilan yontem

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamh

AHA: Asetohidroksamik Asit

yontemlerin korelasyon verilerinin karsilastirilmasi

4000

3000

AHA (Abs)

2000

1000

y=1,731x + 1247,8
r : 0,981

o 200 400 600 800 1000 1200

O-DIANISIDIN (Abs)

ile o-dianisidin kullanilan

Sekil-13  Asetohidroksamik asit kullanilan yontem ile o-dianisidin kullanilan

yontemlerin korelasyon grafiklerinin karsilastirilmasi
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Korelasyon

PPD AHA
Pearson korelasyon| 1 ,988*+
PPD Anlam derecesi . .000
N 95 95
Pearson Korelasyor| .088* 1
AHA Anlam Derecesi ,000 i
N 95 95

**Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir

PPD : p-fenilendiamin
AHA : Asetohidroksamik Asit

Tablo-8 Asetohidroksamik asit kullanilan yontem ile p-fenilendiamin kullanilan

yontemlerin korelasyon verilerinin karsilastirilmasi

5000

4000

3000

AHA (abs)

2000

1000

y=0,181x + 1684,317
r=0,988

4000
2000

6000

8000
10000

PPD (abs)

12000

14000

16000

Sekil-14 Asetohidroksamik asit kullanilan yontem ile p-fenilendiamin kullanilan

yontemlerin korelasyon grafiklerinin karsilastirilmasi
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Korelasyon

NEFELOMETRIK AHA
Pearson Kore-lésyo-n 1 ,861**
NEFELOMETRIK
Anlam Derecesi ,OOO
N 95 95
Pearson Korelasyon ,861** 1
AHA
Anlam Derecesi ,000
N 95 95

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamh

AHA: Asetohidroksamik Asit

Tablo-9 Asetohidroksamik asit kullanilan yontem ile nefelometrik 6lgiim yontemlerinin

korelasyon verilerinin karsilastirilmasi

5000

4000 =

AHA (abs)

3000 =

2000

y=25,814x + 1937,858
r: 0,861

NEFELOMETRIK (mg/dL)

100

Sekil-15 Asetohidroksamik asit kullanilan yontem ile nefelometrik 6lgim yontemlerinin

korelasyon grafiklerinin karsilastiriimasi
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KORELASYON

AHA O-DIANISIDIN PPD NEFELOMETRIK|
Pearson Korelasyon 1 ,081+ ,088** | ,861**
AHA Anlam Derecesi . ,000 ,000 ,000
N 95 95 95 95
o Pearson Korelasyon 981%* 1 962+ 4 832%* 3
O-DIANISIDIN  apjam Derecesi ,000 . ,000 ,000
N 9% 9% | o5 95
Pearson Korelasyon 988 1 962+ 1 ,873* 1
PPD Anlam Derecesi ,000 ,000 . ,000
N 95 95 95 95
| Pearson Korelasyon 861%* 832%* A 873%* 4 1
NEFELOMETRIK Anlam Derecesi ,000 ,000 ,000 .
N 95 95 95 95

**Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli

AHA: Asetohidroksamik asit
PPD: P-fenilendiamin

Tablo-10 Butin seruloplazmin/ferroksidaz 6lciim yontemlerinin birbirleri ile olan

korelasyon verilerinin karsilastirilmasi
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3. BULGULAR

3.1. Optimum Kosullarin Olusturulmasi

Ferroksidaz aktivite 6lciimi i¢in, pH aralig1 4,5 ile 5,9 arasinda degisen asetat
tampon ¢ozeltisi kullanildi. En uygun tampon pH ve konsantrasyonu sirasiyla 5,8 ve

0,45 mol/L olarak ayarlandi.

Ferroksidaz enziminin oksidasyonu ile olusan ferrik demir iyonlarmi baglayan,
selator ve kromojen olarak kullandigimiz asetohidroksamik asit kimyasalinin en uygun
konsantrasyon diizeyi, farkli seviyelerde calisilarak optimize edildi ve 5 mM olarak

belirlendi.

Kullanilan tampon, reaksiyon ortaminda ferr6z demir iyonlarinin oksidasyonunu
spontan olarak arttirmaktadir. Bu durumun azaltilmasi amaciyla uygun kosullari
saglayacak sekilde, reaksiyon ortamina zayif bir antioksidan olan Ditiyotreitol (DTT)
ilave edildi. Optimize edilen DTT konsantrasyonu 2,07 mM olarak ayarlandi. Reaktif
icerisinde bulunan bir diger kimyasal madde olan amonyum demir(2) siilfat hekzahidrat
(Fe(NH4)2(S04).6H20)’m ise farkli diizeylerde ¢aligilarak icerigindeki en uygun ferréz
demir (Fe*?) konsantrasyonu 4,08 mM olarak saptandi.
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3.2. Asetohidroksamik Asit Optimizasyon bulgulari:

Farkli derisimlerde ¢aligilarak optimal asetohidroksamik asit konsantrasyonunun

5 mM olmasi gerektigi saptandi(Sekil-16).

10847 7
Pralaias
T Y
- e e O e
© aaas® sak At
o 8308 LA "‘;A“A“‘
= A .
o un A“;‘AAAA
é 4030 | it e
quffaadt L
1798 wis = P L sashusrsaest sssssess ‘
(k= ave
e BEEGEaarenee snasatnsases &
514 ik T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 pas] 30 35 40 45 50 Gl 60 65 70

Zaman (8saniye/cycle)

Sekil-16 Su ve diistik/orta/yiiksek ferroksidaz aktivitesine sahip numunelerin en
uygun asetohidroksamik asit konsantrasyonu ile gergeklestirilen ferroksidaz

enzim kinetigi

Grafikte su da goriilen aktivite, 0lciim sonuglarinda etkili olmayip, spontan

olarak ferr6z demirin oksidasyonundan kaynaklanmaktadir.
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3.3. Amonyum Demir(2) Sulfat Hekzahidrat Optimizasyon bulgulari:

Ferroksidaz enzim substrati olan amonyum demir(2) sulfat hekzahidrat

(Fe(NH4)2(S0O4).6H20) farkli seviyelerde ¢alisilarak, en uygun ferrdz demir iyon

konsantrasyonunun 4,08 mM oldugu belirlendi.(Sekil-17)

absorbans

3974

7095

5215

3336

1456

-423

an e on sy

30 35 40 45 50

55

60 65 70

Zaman (8saniye/cycle)

Sekil-17 Su ve disiik/orta/yliksek ferroksidaz aktivitesine sahip numunelerin en

uygun amonyum demir(2) stlfat hekzahidrat konsantrasyonu ile gerceklestirilen

ferroksidaz enzim kinetigi

Grafikte su da goriilen aktivite, 6lciim sonuclarinda etkili olmayip, spontan

olarak ferr6z demirin oksidasyonundan kaynaklanmaktadir.
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3.4. Kullanilan Ornek Hacminin Optimizasyon bulgulari:

Yo6ntemimiz igin kullandigimiz 6rnek hacimleri 3,5 uL /5 pL /6,5 puL /10 pL
olacak sekilde calisilarak sirasiyla asagidaki grafikler elde edilmistir.

10887 7

8646

6355

4064

absorbans

1778

-618 U

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Zaman (8saniye/cycle)

Sekil-18 farkli 6rnek hacimleriyle optimizasyon ¢aligmasi (6rnek hacmi 3,5 pL)

13522

10689

7865

absorbans

5022

2188

1 B 10 15 20 25 30 35 40 45 50 5l 80 85 7

Zaman (8saniye/cycle)

Sekil-19 farkli 6rnek hacimleriyle optimizasyon ¢aligmasi (6rnek hacmi 5 pL)



3516 -

o446 -

absorbans

2376 -

-694
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 80 85 70

Zaman (8saniye/cycle)

Sekil-20 farkli 6rnek hacimleriyle optimizasyon ¢aligmasi (6rnek hacmi 6,5 pL)

14360 7

11351

8341

5332

ahsorhans

2322

-687

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 80 65 70

Zaman (8saniye/cycle)

Sekil-21 farkli 6rnek hacimleriyle optimizasyon galigmasi (6rnek hacmi 10 pL)



3.5. Kullanilan 1. Reaktif (R1) Hacimlerinin Optimizasyon bulgular:

R1 hacimleri / R1 diltent hacimleri 100 pL /80 uL, 120 pL /60 uL, 140 uL /40
uL, 160 pL /20 pL, 180 pL /0 pL olacak sekilde ¢aligilarak sirasiyla asagidaki grafikler

elde edilmistir. (R2 hacmi 40 pL’ de sabit tutulmustur.)

10264

8118

5962

3812

absorbans

1661

-490

1 5 10 15 20 25 30 3 40 45 50 55 50 85 70
Zaman (8saniye/cycle)

Sekil-22 farkli R1/R1diliient hacimleriyle optimizasyon ¢aligmasi (100 pL /80 uL)

10847

8575

6303

4030

absorbans

1758

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 k] 60 65 7

Zaman (8saniye/cycle)

Sekil-23 farkli R1/R1diliient hacimleriyle optimizasyon ¢aligmasi (120 pL /60 uL)
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10994 7

3692

5389

4087

absorbans

1784

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 80 65 7
Zaman (8saniye/cycle)

Sekil-24 farkli R1/R1diliient hacimleriyle optimizasyon ¢alismasi (140 pL /40 pL)

10984 7

3684

5384

4083

absorbans

1783

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 80 85 7

Zaman (8saniye/cycle)

Sekil-25 farkli R1/R1diliient hacimleriyle optimizasyon ¢aligmasi (160 pL /20 uL)
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1272 7

8911

5550

absorbans

W
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 i 60 65 7

Zaman (8saniye/cycle)

Sekil-26 farkli R1/R1diliient hacimleriyle optimizasyon ¢alismasi (180 pL /0 pL)



3.6. Kullanilan 2. Reaktif (R2) Hacimlerinin Optimizasyon bulgulari:

R2 hacimleri 10 uL, 20 pL, 30 puL, 40 pL, 50 pL, 60 puL 70 pL olacak sekilde

calisilarak sirastyla asagidaki grafikler elde edilmistir. (R1 hacmi/R1diliient hacimleri

120 pL/ 60 pl’ de sabit tutulmustur.)

absorbans

Sekil-27 farkli R2 hacimleriyle optimizasyon ¢alismasi (R2 hacmi 10 uL)

absorbans

Sekil-28 farkli R2 hacimleriyle optimizasyon ¢aligmasi (R2 hacmi 20 pL)

4562

3607

2662

1698
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Zaman (8 saniye/cycle)

7757

6133

4509

2884

1260

-364

Zaman (8 saniye/cycle)
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8749

6317

5085

absorbans

3203

1421

-411

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 hh 60 85 7
Zaman (8 saniye/cycle)

Sekil-29 farkli R2 hacimleriyle optimizasyon ¢alismasi (R2 hacmi 30 pL)

8974

7095

5215

absorbans

3336

1456

-423

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 hh 60 85 7
Zaman (8 saniye/cycle)

Sekil-30 farkli R2 hacimleriyle optimizasyon ¢aligmasi (R2 hacmi 40 pL)
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absorbans

15 20 25 30 35 40 45

Zaman (8 saniye/cycle)

50 55

Sekil-31 farkli R2 hacimleriyle optimizasyon ¢alismasi (R2 hacmi 50 pL)

8567

6773

4978

absorbans

e SSESNEE

15 20 25 30 35 40

Zaman (8 saniye/cycle)

45

Sekil-32 farkli R2 hacimleriyle optimizasyon ¢aligmasi (R2 hacmi 60 pL)



8247

6520

4793

absorbans

3065

1338

-389

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 hh 60 85 7
Zaman (8 saniye/cycle)

Sekil-33 farkli R2 hacimleriyle optimizasyon ¢alismasi (R2 hacmi 70 pL)
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3.7. Kromazurol B Kullanilan Deneysel Ferroksidaz Ol¢iim Yontemi Bulgulari:

Bu yeni yontem denemesi, bilinen ferrik demir kromojenlerinden biri olan

kromazurol B (Mordant Mavisi) kimyasalini kullanarak gergeklestirilmistir.

Ornek(uL) | R1(uL) | Ridiltient(uL) | R2(uL) | Ridiltient(uL)
3,5 30 150 5 -

Tablo-11 kromazurol B kullanilan deneysel ferroksidaz 6lgtim aplikasyonu

Ana dalga boyu: 660 nm / yan dalga boyu: 800 nm olacak sekilde kinetik okuma yapilir.

28153 PP
aaaadatasid :::::::::::: fefefeleiefelaapanpepat &
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(7] akpuly o*
5
e 16949 | y :.-'
.
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g 10847 Fd soaooota ot 2e8T
© * reres 000000000000
4745 . - R ooogoooooooo
;oooooo Py Teletetns
[T L1 1]
B A ik B I B I T B I B I I G W S e
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Zaman (8saniye/cycle)

Sekil-34 Kromazurol B kullanilan deneysel ferroksidaz 6l¢limii kinetik grafigi
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3.8. Bakir ile seruloplazmin aktivitesi/diizeyleri arasindaki karsilastirma bulgulari:

KORELASYON
BAKIR | AHA

Pearson korelasyon 1 847*4
BAKIR  Anlam derecesi ) ’OOO

N 59 59

Pearson korelasyon 8 47 *4 1
AHA Anlam d i

nlam derecesi ’000
N 59 76

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli

AHA: Asetohidroksamik asit

Tablo-12 Bakir ve seruloplazmin/ferroksidaz aktivite diizeylerinin korelasyon verileri

(AHA kullanilan ferroksidaz 6lgiim yontemi)

5000
y=10.987x+1672.929
r: 0.847
~—~ 4000 9
%)
o)
<
<
T
<
3000 ¢
<<
I
<t 2000

(0] l(-)O 2(50 300
BAKIR (ug/dL)

Sekil-35 Bakir ve seruloplazmin/ferroksidaz aktivite diizeylerinin korelasyon grafikleri

(AHA kullanilan ferroksidaz dl¢iim yontemi)

40



KORELASYON

BAKIR O-DIANISIDIN
Pearson korelasyon ]_ ,811*
BAKIR Anlam derecesi . ,OOO
N 59 58
Pearson korelasyon ’81]_**' 1
O-DIANISIDIN  Anlam derecesi ’000
N 58 75

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli

Tablo-13 Bakir ve seruloplazmin/ferroksidaz aktivite diizeylerinin korelasyon verileri

(O-dianisidin kullanilan ferroksidaz 6l¢iim yontemi)

3000

y=10.920x-209.830
r:0.811

2000 9

1000 1

O-DIANISIDIN (Abs)

(0] 100 200 300

BAKIR (pg/dL)

Sekil-36 Bakir ve seruloplazmin/ferroksidaz aktivite diizeylerinin korelasyon grafikleri

(O-dianisidin kullanilan ferroksidaz 6l¢iim yontemi)
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KORELASYON

_BAKIR FPP
Pearson korelasyon 1 ’859**
BAKIR Anlam derecesi . ’000
N 59 59
Pearson korelasyon ,8 HO** 1
PPD Anlam derecesi ’000
N 59 76

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli

Tablo-14 Bakir ve seruloplazmin/ferroksidaz aktivite diizeylerinin korelasyon verileri

(PPD kullanilan ferroksidaz 6l¢tiim yontemi)

16000

y= 58.973x+171.952
14000 r: 0.859

12000 *

10000 9

8000 ¥

PPD (Abs)

6000 ¥

4000 -+

2000 ¥

PPD

o 100 200 300

BAKIR (pg/dL)

Sekil-37 Bakir ve seruloplazmin/ferroksidaz aktivite diizeylerinin korelasyon grafikleri

(PPD kullanilan ferroksidaz 6l¢iim yontemi)
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KORELASYON

BAKIR NEFELOMETRIK
Pearson korelasyon 1 ,747*
BAKIR Anlam derecesi . 000
N 59 59
Pearson korelasyon ’747*" 1
NEFELOMETRIK Anlam derecesi ’000
N 59 73

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli

Tablo-15 Bakir ve seruloplazmin/ferroksidaz aktivite diizeylerinin korelasyon verileri

(Nefelometrik seruloplazmin 6l¢ciim yéntemi)

100

y=0.321x+ 1.248 o
r: 0.747

NEFELOMETRIK (mg/dL)

o 100 200 300

BAKIR (ug/dL)

Sekil-38 Bakir ve seruloplazmin/ferroksidaz aktivite diizeylerinin korelasyon grafikleri

(Nefelometrik seruloplazmin dlgim yontemi)
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KORELASYON

BAKIR AHA  O-DIANISIDIN  PPD
Pearson Korelasyon 1 0.847** 0.811** 0.859**

A — 0.001  0.001  0.001

**_ Korelasyon 0.01 Dlzeyinde Anlamli

AHA : Asetohidroksamik asit
PPD: P-fenilendiamin

NEFELOMETRIK

0.747**

0.001

59

Tablo-16 Bakir miktarlar1 ve ferroksidaz/seruloplazmin 6l¢iim yontemleri ile elde edilen

seruloplazmin dizeyleri arasindaki korelasyon verileri
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Inhibisyon:

Heparinli kan 0Ornekleri 6lgim yontemimiz Uzerinde inhibisyon yapmazken,

sitratli kan 6rnekleri inhibisyon yapabilmektedir.
Sodyum azid, seruloplazmin iceren Orneklerinin ferroksidaz aktivitelerini tam
olarak inhibe eden bir kimyasaldir ve serum ferroksidaz aktivitesini % 95 — 99 oraninda

inhibe etmistir.

Bu metod hemolizli, ikterik ve lipemik 6rneklerin olusturdugu interferanslardan

etkilenmemektedir.

linearite (dogrusallik) :

linearitenin Ust smir1 3213 U/L olarak olgiilmiistiir. Regresyon analizinde r

degeri 0,998, egim (slop) 0,762 olarak bulunmustur.

3000
y =0.762x-18.583 o o o
r:0.998 o

2000 o

1000 =

FERROKSIDAZ (ABSORBANS)

1000 2000 3000 4000 5000

FERROKSIDAZ AKTIVITE, IU/L
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Sekil-39 Kromojen/selator olarak AHA kullanilan ferroksidaz 6lglim ydntemimizin

linearite grafigi

Saptama sinir1 (detection limit):

Metodun saptama smiri, sifir kalibrator (deiyonize su) 10 kez oOlgiilerek

belirlendi. Sonuclar; ortalama + standart sapma seklinde; 1215 + 13 IU/L olarak

bulunmustur.

Tekrarlanabilirlik / kesinlik (presizyon) ve saklama:

Gun-icgi ve gunler-aras1 kesinlik, diisiik, orta ve yiiksek ferroksidaz aktivitesine

sahip serumlar igin asagidaki tabloda hesaplanmistir. Serum ferroksidaz aktiviteleri 4 °C

de 1 hafta ve - 20 °C de 1 ay etkilenmeden saklanabilir.

Serum Ferroksidaz Aktivitesinin Giin-I¢ci Ve Giinler-Arasi Kesinlik Ol¢iimleri

Aktivite, IU/L

Ortalama Standart sapma
Gun-igi 6lciimler
Yuksek 30 2747 23
Orta 30 2079 8
Diistik 30 1633 6
Gunler-aras: 6lgcimler
Yuksek 30 2803 18
Orta 30 2011 5
Diistik 30 1613 4

Tablo-17 Serum Ferroksidaz Aktivitesinin Giin-i¢i Ve Giinler-Aras1 Kesinlik Ol¢iimleri
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Geri kazanim (recovery) :

Yizde geri kazanim asagidaki formiile gore hesaplanmustir:

% Geri kazanim = (geri kazanilmis miktar) / (eklenmis miktar) X 100

Burada eklenmis miktar, 6rnek igerisindeki bilinen seruloplazmin miktaridir.

Geri kazanim/verim(recovery) %101 (Aralik 96,1-105,4 %) olarak elde edilmistir.
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4. TARTISMA

Reaktif icerisindeki ferr6z demir (Fe*?) bekledikge, kendiliginden oksidasyona
ugrayarak ferrik demir (Fe*®) formuna doniismektedir. Bu durum, enzimin reaksiyon
ortaminda gergeklestirdigi oksidasyona ek olarak, tamponun etkisi ve reaktifin hava ile
temasindan kaynaklanan spontan bir ferr6z demir oksidasyonunun da gergeklestigi
anlamma gelmektedir. Bununla iliskili olarak elde ettigimiz sonuglar yalanci pozitif
sonuglardir. Bunu engellemek igin, ferr6z demir bulunan reaktifin igerisine, demirin
oksidasyona ugramadan Fe*? iyonu halinde durabilmesi igin bir rediiksiyon ajani ilave
edilmistir. Eklenen bu rediiktantin kimyasal karakteri 6nemlidir; kullanacagimiz
reduktant eger kuvvetli bir rediiksiyon ajani ise seruloplazminin ferroksidaz aktivitesi
ile yaptig1 Fe™® (ferroz demir) den Fe*® (ferrik demir) oksidasyonu ile olusan ferrik
demir (Fe*®), ortamdaki kuvvetli rediiktantin etkisiyle tekrar ferréz demir formuna
doniisecek ve Fe™¥'e spesifik kromojen olan asetohidroksamik asit ile baglanamayacak
ve Olclim icin gerekli kinetik reaksiyonu elde edemeyecegiz. Bu sorunu bertaraf etmek
icin indirgeme o6zelliginin zayif oldugunu bildigimiz bir rediiksiyon ajani1 olan

ditiyotreitol (DTT) kullandik.

Yontemimizde, kimyasallarin uygun miktarlarinin belirlenmesinin ardindan
(Sekil-16, Sekil-17) reaksiyon ortaminda bulunmasi gereken reaktif ve Ornek

hacimlerinin optimizasyonu gerceklestirilmistir.

[lk adim olarak, kullanilacak 6rnek hacimleri 3,5 uL /5 pL /6,5 pL /10 pL
olacak sekilde farkli hacimlerde ¢alisilmistir. Sekil-18, Sekil-19, Sekil-20 ve Sekil-21
de goriilen grafikler belirtildigi gibi artan serum hacimleri seklinde olusturulmustur.
Serum hacmi arttirildikca, artan ferroksidaz enzimi ile ortamdaki ferr6z demir hizla
reaksiyona girerek, linearitenin bozulmasina sebep olmakla birlikte, 3,5 pL 6rnek hacmi
kullanilan grafikte (Sekil-18) linearitenin diizgiin olmasi ve Ornekler arasindaki
diskriminasyonun uygun olmas1 dikkat ¢ekicidir. Bu grafikler g6z Onlinde
bulundurularak, alinmasi gereken en uygun 6rnek hacminin 3,5 pL olmasi gerektigi

sonucuna ulasilmustir.
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Ikinci adim olarak, birinci reaktif (reaktif 1; R1) haciminin optimizasyonu islemi
gerceklestirildi. Bu asamada, 180 pL olarak belirlenen R1 hacmi ile, tam bir linearite ve
diskriminasyon saglanamadigi i¢in, R1’e asamali olarak diliisyon uygulandi. Sekil-22,
Sekil-23, Sekil-24, Sekil-25 ve Sekil-26 grafiklerinde de goriildiiglii gibi linearitenin
diizglin olmas1 ve serumlar arasindaki diskriminasyonun tam anlamiyla goriilmesi
acisindan en uygun verinin Sekil-23’te elde edilen kinetik grafikte oldugu bulunmustur.

Sekil-23” te kullanilan R1/R1 Diliient hacmi: 120 pL /60 pL’dir.

Ucgiincii ve son adim, ikinci reaktif hacminin optimum seviyelere getirilmesidir.
Bu ¢aligmada R2 hacimleri 10 uL, 20 pL, 30 puL, 40 plL, 50 uL, 60 pL ve 70 uL olacak
sekilde ¢aligilarak sirasiyla Sekil-27, Sekil-28, Sekil-29, Sekil-30, Sekil-31, Sekil-32 ve
Sekil-33 grafikleri elde edilmistir. Artan R2 hacimlerinin kullanildigi bu calismada; 10
puL R2 hacmi kullanilan Sekil-27’ deki kinetik grafikte, ikinci reaktif igerisindeki
asetohidroksamik asitin yetersiz kaldigi, ferroksidaz enzimi ile olusan {iriiniin (ferrik
demir) miktar1 yetersiz olan asetohidroksamik asit ile hizla tiikendigi gézlemekteyiz. 20
pl, 30 puL, 40 pL, 50 pL, 60 pL ve 70 pL hacimlerde R2 kullanilan o6l¢iimlerde
asetohidroksamik miktar1 yeterli olmak ile birlikte en uygun linearite ve diskriminasyon
verilerini, 40 uL R2 hacmi kullandigimiz, sekil-30’daki kinetik egride elde etmis

bulunmaktayiz.

Seruloplazmin proteininin sahip oldugu enzimatik karakterden yararlanarak,
spektrofotometrik ferroksidaz aktivitesini élgcmenin, seruloplazmin miktar élclimdnin
gerceklestirildigi nefelometrik yontemden goreceli lstlinliikleri bulunmaktadir.
Ferroksidaz aktivitesi 6lclimiinde, seruloplazminin miktarindan ziyade aktivitesi ve
etkinligi, dolayisiyla enzimin is yapabilirligi hakkinda kantitatif veri elde ederken,
nefelometrik seruloplazmin 6lcimi ile sadece seruloplazmin proteininin miktarimi
belirleyebiliriz. Seruloplazminin “enzimatik aktivitesinin” 6lctlmesinin, “miktarinin”
Olgilmesine goére daha istiin oldugunu; Asetohidroksamik asit kullanilan enzimatik
Olcim yontemimiz ile ferroksidaz enziminin él¢ciminde referans olarak kabul edilen o-
dianisidin ve p-fenilendiamin yontemleriyle karsilastirarak ve seruloplazminin “miktar

tayininin” yapildig1 referans bir yontem olan nefelometrik metodla karsilastirarak
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gOzlemekteyiz. Asetohidroksamik asit kullandigimiz enzimatik ydontemimiz ile o-
dianisidin ~ ve  p-fenilendiamin  kullanilan ~ enzimatik  referans  yontemler
karsilastirildiginda Tablo-5 ve Tablo-6 verilerinde de gozlenebilecegi gibi yiiksek bir
iliski bulunmustur. (swrasiyla; r: 0,981, p: 0,001 ve r: 0,988, p:0,001). Bu yiiksek iliski
sekil-13 ve sekil-14 grafiklerinde de sematik olarak goriildiigii gibi tamamen lineerdir.
Buna ek olarak enzimatik yontemimiz ile miktar tayinine dayanan referans nefelometrik
seruloplazmin metodunu karsilastirdigimizda (Tablo-7) korelasyon iligkisi r: 0,861, p:
0,001 olarak bulunmustur. Enzimatik yontemler arasindaki korelasyon verilerine gore
daha diisiik olan bu korelasyon degerinin, enzimatik yOntemlerin {istiinliigiinden
kaynaklandigint 6ngérmekteyiz. Bu istiinliik, yontemimiz ile nefelometrik yontemin
karsilagtirildig: sekil-15’te agikga goriilmektedir. Sekil-15°te 16, 40, 45 ve 53 numarali
serum ornekleri linearitenin disinda kalmistir. 16, 40 ve 53 numarali numunelerdeki
seruloplazmin miktar1 goreceli olarak diisiiktiir fakat aktivitesi yiiksektir. Ayrica 16
numarali numunedeki seruloplazmin miktar1 ise goreceli olarak yiiksek olmasina
ragmen aslinda aktivitesi diisiiktiir. Bu grafikten anlasiliyor ki; sozii gecen
numunelerdeki nefelometrik dl¢ciime dayanan seruloplazmin miktarlari, seruloplazminin
aktivitesini dogru gosterememekte ve miktar1 nispeten diisiik olan ama yeteri kadar
aktiviteye sahip olan seruloplazmin numuneleri ile miktar1 nispeten yiksek olan ama

aktivitesi yeteri kadar olmayan numuneleri belirleyememektedir.

Tablo-10’ da butin seruloplazmin/ferroksidaz 6l¢ciim ydntemlerinin toplu olarak
birbirleriyle olan korelasyon verileri karsilastirilmistir. Enzimatik 6l¢iim yontemimizi
karsilastirdigimiz ve ¢ok yiiksek korelasyon degerleri buldugumuz referans
yontemlerin, kendi aralarindaki yiiksek ilisgki de, yontemimizin dogrulugunu ve
giivenilirligini bir kat daha arttirmaktadir. Buna ek olarak; yontemimiz ile diger
enzimatik referans yontemlerin (o-dianisidin ve p-fenilendiamin), miktar 6lcimine
dayanan nefelomotrik yontemle olan korelasyon diizeylerinin ¢ok yakin olmasi,
enzimatik yontemlerin, miktar 6l¢limiine dayanan yontemlerden daha efektif oldugunu

destekler niteliktedir.
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Demir miktarini belirlemek amaciyla kromojen 6zelliginde olan ¢esitli selatorler
bulunmaktadir. ferrozin, ferene, norfloksasin, ksilenol oranj, kromazurol B ve
asetohidroksamik asit bunlardan bir kag¢ tanesidir. ferrozin ve ferene, ferréz demir ile
selasyon olusturan kromojenler oldugu i¢in yontemimizde kullanilmaya uygun degildir.
Asetohidroksamik asit ise mevcut yontemimizin temelini olusturmaktadir. Norfloksasin
ve ksilenol oranj yeni bir yontem gelistirmek i¢in degerlendirilebilecek potansiyele

sahip olmakla birlikte kromazurol B tarafimizdan denenmistir.

Yeni bir yontem gelistirmek amaciyla, kromojen olarak kromazurol B
kullanilarak  gergeklestirilen ferroksidaz tayin  yonteminde, optimum sartlar
saglanmasma ragmen istenilen Olg¢iim gerceklestirilememistir. Sekil-34’te g6zlenen
grafikten anlasilabilecegi gibi, ferroksidaz enziminin kinetik olarak oOl¢iimiiniin
yapilabilmesi igin gerekli olan linearite saglanamamistir. Bunun nedenini; ferroksidaz
enziminin iriin olarak agiga ¢ikarttigi ferrik demir iyonlar1 ile kromazurol B
kromojeninin reaksiyona girme hizlariin ¢ok yavas gerceklesmesinden kaynaklandigini
ongormekteyiz. Istenilen dlgiimiin gerceklestirilememesinin bir baska sebebi de, yine
Sekil-34’de gozlendigi gibi, duzeyleri referans yontemlerle belirlenen G¢ farkli

ferroksidaz aktivitesine sahip numunenin diskriminasyonunun saglanamamis olmasidir.

Bakir miktar1 ve farkli metotlarla Olctlen seruloplazmin duzeylerini
karsilastirdigimiz; tablo-10, sekil-35, tablo-11, sekil-36, tablo-12, sekil-37, tablo-13 ve
sekil-38 verilerinde beklendigi gibi anlamli ve lineer iligkiler gozlenmistir. Bakir
diizeyiyle, asetohidroksamik asit kullandigimiz kendi yontemimiz arasinda gicli ve
lineer bir iliski (r: 0.847 p: 0.001) bulunmustur. Referans olarak kullanilan, diger
enzimatik 6lgim yontemleri olan; o-diansidin ve p-fenilendiamin kullanilan yontemler
ile bakir arasinda da gii¢lii ve lineer korelasyonlar (sirasiyla r: 0.811 p:0.001 ve r: 0.859
p:0.001) gozlenmistir. Bunun yan sira nefelometrik olarak seruloplazmin “miktarinin”

Olgiildiigii yontem ile bakir arasinda, goreceli olarak daha diisiik fakat anlamli

korelasyon (r:0.747 p:0.001) elde edilmistir.

Seruloplazminin ferroksidaz aktivitesinden yararlanarak gerceklestirilen -kendi

yontemimizin de dahil oldugu- enzimatik dlgiimler ile bakir arasindaki korelasyonun,
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nefelometrik miktar tayinine dayanan seruloplazmin ile bakir arasindaki korelasyondan
daha yuksek c¢ikmasinin sebebini; bazi hastalarda seruloplazminin tasidigir bakir
miktarinn, normalde bulunmasi gerekenden daha az olmasindan kaynaklandigini

diisinmekteyiz.
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5.SONUCLAR

Yontem gelistirmeye yonelik; Referans yontemlerle karsilagtirma, inhibisyon,
linearite, saptama sinir1, tekrarlanabilirlik / kesinlik, saklama ve geri kazanim gibi tiim
basamaklarm kontrol edildigi, bu yeni seruloplazmin 6lcim yontemi, Kklasik

nefelometrik seruloplazmin dlgiimiinden daha degerli veriler saglamaktadir.

Gelistirilen ~ yeni, kinetik  seruloplazmin/ferroksidaz ~ Olgim  yontemi;
seruloplazminin miktar1 hakkinda fikir olusturmasinin yaninda, asil olarak fonksiyonel
seruloplazmin aktivitesini de olgebilmesinden dolayi, hastaliga yaklagimi, tani
konulmasini ve klinik karar verme asamasini dogrudan etkilemektedir. Sadece miktar
tayininin yapilabildigi yontemler bu konuda yarar saglayamamaktadir. Bu durum
gelistirilen bu yontem i¢in 6nemli bir ayricaliktir. Ferroksidaz aktivitesinin klinik karar
vermedeki Ustiinligii; normal referans araligi igerisinde bulunan, fakat ferroksidaz
aktivitesi bakimmdan fonksiyonel olmayan seruloplazmine sahip bireylerin ve
ferroksidaz aktivitesi bakimindan fonksiyonel olan fakat bu fonksiyonelligi karsilayacak

yeterli dlizeyde sertiloplazmini olmayan bireylerin ayirici tanisini ortaya koymasidir.

Seruloplazminin ferroksidaz aktivitesinden yararlanarak gerceklestirilen kinetik,
kolorimetrik 6l¢iim yontemi, miktar tayininin yapildigi yontemlerden ¢ok daha diisiik
maliyetlerde yapilmaktadir. Ayrica, antijen-antikor reaksiyonlar1 olusturularak miktar
tayininin  gerceklestirildigi bahsedilen yontemlere kiyasla, hazirlanabilirligi ve
uygulanabilirligi daha basittir. Bu nedenle gerek arastirma caligsmalarinda gerekse rutin
uygulamalarda, laboratuvar ortamlarinda hizli bir sekilde elde edilebilecek bir

yontemdir.
Gunimuizde, nefelometrik ve imminoturbidimetrik gibi miktar tayinine dayanan

seruloplazmin istemleri hala poplaritesini korumakla beraber, ilerleyen dénemlerde,

ferroksidaz enziminin avantajlarinin daha fazla kabul gorecegini ongérmekteyiz.
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