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GLUKOZ 6 FOSFAT DEHIDROJENAZ TANI KiTi KONTROL
MATERYALININ GELISTIRILMESI VE STABILIZASYONU

OZET

Glukoz 6 fosfat dehidrojenaz (G6PD), eritrositlerin biitiinliiglinii korumak ve oksidatif
stresi onlemek i¢in nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) iireten pentoz
fosfat yolundaki hiz kisitlayici enzimdir. G6PD eksikligi, diinyanin bir¢ok bolgesinde
olmak iizere 400 milyondan fazla kisiyi etkilemektedir. Ulkemiz genelinde %0,5,
Cukurova bolgesinde %8.2 oraninda goriilmektedir. Hastalara sadece eksikligin
oldugunu sdylemek yeterli degildir, ¢iinkii semptomlarin siddeti enzim aktivitesinin
miktarina baghdir. Bu sebeple kantitatif metotlar klinik takip, tedavi ve alinacak
Onlemler agisindan 6nem tasimaktadir.

Universitemiz biinyesinde {irettigimiz G6PD aktivite &lgiim kitinin validasyon
asamalarin1 tamamladiktan sonra rutin laboratuvarimizda kullanilmaya baslanildi.
Yaptigimiz 6n ¢aligmalarda kullanmis oldugumuz likit enzim kontrol materyallerinin
merkezler arasi transfer sirasinda sicaklik degisiminden etkilenerek aktivite kaybina
ugradig1 tespit edildi. Rutin laboratuvarlarda giin i¢inde dogru sonug verilip
verilmedigini kontrol etmek ve analitik hatalar1 belirleyebilmek i¢in kullanilan kontrol
materyalleri dnemli oldugundan bu soruna odaklanildi. Calismamizda farkli yontem
ve kimyasallar kullanilarak stabilitesi uzun G6PD kontrol materyali gelistirmek
hedeflendi. Likit tam kan, likit enzim ve liyofilize kontrol materyalleri iizerine
caligildi.

Likit tam kan kontrol materyali icin planladigimiz 45°C ve +4°C kosullarinda
yaptigimiz deneyler sonucunda kontrol materyali olarak likit tam kanin
kullanilmasinin uzun siire depolama ve uzak merkezler arasi transport kosullarinda bir
avantaj saglamayacagi sonucuna varildi. Stabilite takiplerinde ACD ve CPDA
tiiplerinin +4°C saklama kosullarinda 6-8 hafta arasinda stabil kaldig1 goriildi. G6PD
enzim aktivitesi caligmak isteyip hemen calisamayan ve numunelerin dis merkeze
transportunu gerektiren durumlarda ACD ve CPDA igeren tiipler kullanilabilir.

Likit enzim kontrol materyali i¢cin yaptigimiz deneyler ve laboratuvarlar arasi
calismada Glisin ve GlisinTris tamponunda c¢oziilen enzim kontrol materyalleri
hedeflenen stirelerde stabil kaldi.

Liyofilize kontrol materyalleri, rutin kullanimda uzun siireli depolama ve uzak

merkezlere transfer gibi uzun siireli stabilite gerektiren durumlarda avantajlidir.
Calismamizda hemolizat Orneklerinin liyofilizasyonu {izerine c¢alisildi. CPDA
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soliisyonu ile farkli diliisyon oranlart olusturularak liyofilize edilen ve CPDA ile oda
sicakliginda ¢oziilen kontrol materyallerinde 1 haftalik stabilite elde edildi. G6PD
enzim aktivitesi eksik ve normal olan bireylerden alinacak kan ornekleriyle ayr1 ayri
stok hazirlamadan farkli diliisyonlarla farkli seviyelerde kontrol materyali
hazirlanabilir. Calismamizda hazirlanan liyofilize kontrol materyalleri deney
setlerinden bazilar1 -20°C ve 4°C’de muhafaza edildi. 2 ay muhafaza edildikten sonra
¢oOziilen materyallerin stabilite calisma verilerinde -20°C kosullarinda saklama
kosullarinin faydali olacagi goriildii. Ayn1 zamanda her iki sicaklik kosullarinda da
albumin ve gliserol gibi liyoprotektanlar eklenerek stabilitenin arttig1 gdzlemlendi.

Calismamizda, G6PD enzimi aktivitesi 6l¢lim kiti i¢in stabil bir kontrol materyali
gelistirilmistir.  Ayrica tezimiz eritrositlerde ¢alisilan ve benzeri enzim
parametrelerinin kontrol materyallerinin gelistirilmesi konusunda literatiire katki
saglamigtir. Universitemizde {iretilen G6PD kiti ve kontrol materyali {iretimi
konusunda yaptigimiz tez ¢calismamiz yerli ve milli iiretimde, laboratuvarlarda disa
bagimlilig1 azaltmada 6nemli bir adim olacak ve iilkemize biiyiik katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: G6PD, tani kiti, kontrol materyali, otoanalizor
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DEVELOPMENT AND STABILIZATION OF GLUCOSE 6 PHOSPHATE
DEHYDROGENASE DIAGNOSTIC KIT CONTROL MATERIAL

SUMMARY

Glucose 6 phosphate dehydrogenase (G6PD) is the rate-limiting enzyme in the pentose
phosphate pathway, which produces nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) to maintain the integrity of erythrocytes and prevent oxidative stress. G6PD
deficiency affects more than 400 million people in many regions of the world. It is
seen at a rate of 0.5% throughout our country and 8.2% in the Cukurova region. It is
not enough to just tell patients that there is a deficiency, because the severity of the
symptoms depends on the amount of enzyme activity. For this reason, quantitative
methods are important for clinical follow-up, treatment and precautions to be taken.

After completing the validation stages of the G6PD activity measurement kit we
produced within our university, it started to be used routinely in our laboratory. In our
preliminary studies, it was determined that the liquid enzyme control materials we used
suffered loss of activity as a result of temperature changes during transfer between
centers. This problem was focused on because the control materials used in routine
laboratories to check whether correct results are given during the day and to detect
analytical errors are important. In our study, we aimed to develop G6PD control
material with long stability by using different methods and chemicals. Liquid whole
blood, liquid enzyme and lyophilized control materials were studied.

As a result of the experiments we conducted at 45°C and +4°C conditions that we
planned for liquid whole blood control material, it was concluded that using liquid
whole blood as control material would not provide an advantage in long-term storage
and transportation conditions between remote centers. Stability follow-ups showed
that ACD and CPDA tubes remained stable for 6-8 weeks under +4°C storage
conditions. Tubes containing ACD and CPDA can be used in cases where G6PD
enzyme activity cannot be studied immediately and samples need to be transported to
an external center.

In our experiments and interlaboratory studies for liquid enzyme control material,
enzyme control materials dissolved in Glycine and GlycineTris buffer remained stable
for the targeted periods.

Lyophilized control materials are advantageous in routine use in situations requiring
long-term stability, such as long-term storage and transfer to remote centers. In our
study, lyophilization of hemolysate samples was studied. Stability for 1 week was
achieved in control materials that were lyophilized by creating different dilution rates
with CPDA solution and dissolved with CPDA at room temperature. With blood
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samples taken from individuals with deficient and normal G6PD enzyme activity,
different levels of control material can be prepared with different dilutions without
preparing separate stocks. Some of the experimental sets of lyophilized control
materials prepared in our study were stored at -20°C and 4°C. In the stability study
data of the thawed materials after being stored for 2 months, it was seen that storage
conditions at -20°C would be beneficial. At the same time, it was observed that
stability increased by adding lyoprotectants such as albumin and glycerol in both
temperature conditions.

In our study, a stable control material was developed for the G6PD enzyme activity
measurement Kit. In addition, our thesis contributed to the literature on the
development of control materials for similar enzyme parameters studied in
erythrocytes. Our thesis work on the production of G6PD kit and control material
produced at our university will be an important step in reducing foreign dependency
in domestic and national production and laboratories and will make a great
contribution to our country.

Keywords: G6PD, diagnostic kit, control material, autoanalyzer
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1. GIRIS ve AMAC

Glukoz 6 fosfat dehidrojenaz (G6PD), eritrositlerin biitiinliiglinii korumak ve oksidatif
stresi onlemek i¢in nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (NADPH) iireten pentoz
fosfat yolundaki hiz kisitlayict enzimdir. NADPH'nin bir molekiilii, reaktif oksijen
tirlerinin veya diger serbest radikallerin azaltilmasi ve proteinlerdeki redoks
reaksiyonlariin dengesinin korunmasi i¢in ¢ok énemli olan indirgenmis glutatyonu
tiretmek i¢in gereklidir. Eritrositlerde pentoz fosfat yolundan baska NADPH iiretim

yolu bulunmamaktadir [1].

G6PD eksikligi, diinyanin bir¢cok bolgesinde olmak iizere 400 milyondan fazla kisiyi
etkilemektedir. Ulkemiz genelinde %0.5, Cukurova bdlgesinde %8.2 oraninda
goriilmektedir [2]. G6PD eksikligi hastalarnin ¢ogu gesitli uyaranlar tarafindan
tetiklenene kadar yasamlart boyunca asemptomatik olmaktadir. Bu uyaranlar;
antimalariyal grubu gibi oksidatif ilaglar, enfeksiyon, bakla, gidalardaki bazi
koruyuculara maruziyet, diyabet, miyokard enfarktiisii ve yorucu fiziksel egzersiz gibi
oksidatif stresi artiran gesitli klinik durumlar olarak siralanabilir. Uyaranlara maruz
kalindiktan sonra semptomlar, 24-48 saat i¢inde genellikle akut hemolitik anemi
olarak ortaya g¢ikar. G6PD eksikligi olan hastalarin klinik belirtileri karakteristik
olmakla birlikte, semptomlarin giddeti enzim aktivitesinin miktarina baglidir [3].
Hastalar1 degerlendirirken pratik bir smiflama olmasi icin Diinya Saghik Orgiitii
(WHO), G6PD varyantlarinmi klinik 6zelliklerine ve enzim aktivite diizeyine gore bes
gruba aymrmistir. Bu sebeple kalitatif metotlardan ziyade aktivitenin oOl¢iildigi
kantitatif metotlar kullanilmasi klinik takip, tedavi ve alinabilecek 6nlemler agisindan

Onem tagimaktadir.

Laboratuvarin yeri tan1 koyma ve tedavi takibinde ¢ok dnemlidir. Bu yilizden hasta
numunelerinden gilivenilir ve kabul edilebilir sonuglar vermek her laboratuvarin
birincil hedefidir. Tibbi laboratuvardaki hatalar preanalitik, analitik veya postanalitik
evrede olabilmektedir. Rutin laboratuvarlarda giin i¢inde dogru sonug¢ verdigimizi

kontrol etmek ve analitik asamada olabilecek hatalar1 belirlemek i¢in kullandigimiz



kontrol materyalleri biiylik 6nem tagimaktadir. Teorik olarak dondurulmus, likit ve

liyofilize olmak tizere 3 tip kontrol materyali liretilmektedir.

Universitemiz biinyesinde iirettigimiz G6PD aktivite ol¢iim kiti, validasyon
caligsmalar1 bitirildikten sonra rutin laboratuvarimizda kullanilmaya baslanmistir.
Yaptigimiz 6n ¢aligmalarda kullanmakta oldugumuz likit enzim kontrol materyalinin
merkezler arasinda transferi sirasinda sicaklik degisiminden etkilenerek aktive
kaybina ugradigi tespit edilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda tez ¢alismamda farkl
yontem ve kimyasallar kullanarak likit enzim, likit tam kan ve liyofilize kontrol
materyalleri lizerinde caligilarak stabilitesi en uzun G6PD kontrol materyalini

gelistirmek hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Eritrositler

Kan, igerdigi 6zel hiicrelerin yaninda ¢esitli biyomolekiilleri biinyesinde bulunduran
ve sudan olusan sivi bir doku olarak kabul edilmektedir. Kan, i¢erisinde bulunan
bilesenler sayesinde insan viicudunda homeostazi saglamada dnemli rol oynar. Kanin
baslica fonksiyonlari tagima, diizenleme ve korumadir. Kanda en fazla bulunan hiicre
kirmiz1 kan hiicreleri diye adlandirilan eritrositlerdir. Eritrositlerin baslica gorevi,
organizmanin ihtiyact olan oksijeni tasimak, karbondioksiti uzaklastirmak ve
protonlarin hemoglobine baglanmasi yoluyla kanin tamponlanmasina katki
saglamaktir. Eritrositlerin kemik iliginde 6ncii hiicrelerden gelisip olgunlastiktan sonra
dolasimdaki omrii yaklagik 120 giindiir. Farklilagma siirecinde tiim i¢ organellerini
kaybeden insan eritrositleri, ¢ekirdeksiz ve bikonkav disk seklindedir [4]. Normal bir
eritrositin ¢ap1 7-8.7 pum, kalinligi 1.5-2.5 pm’dir [5-7]. Eritrositin membran kalinlig1
6 nm olup, yapisinin %49’unu protein, %44’Unii lipid, %7’sini karbonhidrat
olugturmaktadir [8]. Hiicre yapisinin korunmasi ile hiicre zarmin esnekligi ve
biitiinliiglinlin saglanabilmesi icin eritrositlerin fazla miktarda metabolik enerjiye
ithtiyaglar1 vardir. Eritrositlerde hiicrenin temel enerji kaynagi olan mitokondri
bulunmamast  metabolik  kapasitelerini  kisitlamaktadir ~ [9].  Eritrositler
yaslandiklarinda retikiiloendotelyal sistem hiicreleri tarafindan uzaklagtirilir ve

hemoglobinleriyle birlikte yikilirlar.

2.2. Eritrosit Metabolizmasi

Olgun eritrositlerin oncii hiicreleri metabolik olarak aktif olmakla birlikte gesitli
biyomolekiilleri sentezleyebilir ve oksidatif fosforilasyonla enerji liretebilirler. Ancak,
olgun eritrositler gelisim sirasinda organellerini kaybettiklerinden dolayr bu
fonksiyonlar1 yapmak i¢in gerekli enzimleri yoktur. Her hiicre gibi eritrositler de
fonksiyonlarini yerine getirmek i¢in enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Enerjiyi mitokondrileri

olmadigindan oksidatif fosforilasyon ve Krebs siklusu araciligiyla liretemezler. Bu



sebeple eritrositlerde aktif olan glikoliz ve pentoz fosfat yolu, metabolizmalari i¢in
onemlidir. Bu iki yol gerekli olan enerjiyi ve indirgeyici giic kapasitesini

karsilamaktadir [8].

2.2.1. Glikoliz
Glikoliz, 6karyot ve prokaryot olmak {izere tiim canli hiicrelerde organizmaya enerji

saglayan reaksiyonlar dizisidir. Literatirde Embden-Meyerhof yolu olarak da
anilmaktadir. Glukoz, eritrositlerin temel enerji kaynagidir. Normal fizyolojik kosullar
altinda, glikozun %90'1 glikolizle (Embden-Meyerhof yolu) anaerobik olarak piruvat
veya laktata katabolize edilir. 1 mol glikozun glikoliz yolagina girmesiyle fosfogliserat
kinaz ve piriivat kinaz basamaklarinda toplam 4 mol ATP iiretilmektedir. Hekzokinaz
ve fosfofruktokinaz enzimlerinin katalizledigi fosforilasyon basamaklarinda ise
toplam 2 mol ATP kullanilmaktadir. Enerji bakimindan net kazang 1 mol glikoz basina
2 ATP olmaktadir. Glikoliz sirasinda elde edilen enerji olduk¢a azdir. Bu yol
mitokondri igermeyen eritrositler gibi hiicrelerin enerji ihtiyacinin karsilanmasinda ve
oksijen miktarin yetersiz kaldig1 kosullarda ¢izgili kaslarda enerji elde etmek icin
gereklidir [8]. Ayrica gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz tarafindan katalize edilen
asamada indirgeyici bir molekiil olan NADH iiretilir. Uretilen NADH, eritrositlerde
sitokrom b5 rediiktaz yoluyla methemoglobini hemoglobine indirgemek igin
kullanilabilir. Burada oksitlenmezse, glikolizin son basamaginda olusan piriivatin
laktat dehidrojenaz ile laktata indirgenmesinde kullanilir. Ayrica glikoliz,
organizmaya onemli metabolik ara triinler de kazandirir. Glikolizin son tiriinii ise
piriivattir.  Glikoliz, inhibe edici ve uyarici faktorlerden olusan karmasik bir
mekanizmaya sahiptir. Bu yolun genel hiz1 hekzokinaz, fosfofruktokinaz ve piriivat
kinaz olmak iizere 3 hiz smirlayicit enzim ve NADH ve ATP'nin varligi tarafindan
diizenlenir. Baz1 glikolitik enzimler, yolun ara {irlinleri tarafindan allosterik olarak
uyarilir veya inhibe edilir [8-10].

Eritrositlerde glikolizin diger bir amaci ise 2,3-bisfosfogliserat sentezidir.
Eritrositlerde bisfosfogliserat mutaz adli spesifik bir enzim bulunmaktadir. Bu enzim
1,3-bisfosfogliserati molekiil i¢i diizenlemeyle 2,3-bisfosfogliserata doniistiiriir. Bu
glikolitik {irtin hemoglobinin allosterik diizenleyicisidir. Hemoglobinin oksijene
ilgisini azaltarak dokulara oksijenin verilmesini kolaylastirir. 2,3-bisfosfogliserat,

fosfataz enzimi ile tekrar 3-fosfogliserata ¢evrilir. 2,3-bisfosfogliserat, mutaz enzimini



feedback inhibisyonla kontrol eder. Enerji ihtiyact oldugunda hiicrede fosfogliserat

kinaz yolu isler (Sekil 2.1) [8].

2.2.2. Pentoz fosfat yolu
Pentoz fosfat yolu (PFY) kesfedilen ilk metabolik yollardan biridir. Literatiirde pentoz

fosfat yolundan, heksoz monofosfat yolu veya fosfoglukonat oksidatif yolu olarak da
bahsedilmektedir. 1930’1arda PFY {iizerine yapilan ¢alismalar Otto Walburg tarafindan
tesvik edilmistir [11, 12]. Sonraki otuz yilda, biiyiik 6l¢iide Cornell Universitesi'nden
Bernard Horecker tarafindan yonlendirilen, ancak Arthur Kornberg, Terry Wood,
Frank Dickens, Fritz Lipmann, Severo Ochoa, Hans Klenow gibi 6nde gelen
biyokimyacilarin 6nemli katkilariyla yiiriitiilen ¢aligmalar ile PFY nin taslagi ortaya
cikmustir [13, 14].

Eritrositlerde temel enerji kaynagi olan glukozun kullanimi i¢in tek oksidatif yol
PFY’dir [15]. Eritrositlerin varligini siirdiirebilmesi ig¢in PFY Onemlidir. PFY,
oksidatif ve nonoksidatif olmak iizere iki asamada gerceklesmektedir. PFY nin
oksidatif asamasi glukoz-6-fosfat dehidrojenaz enziminin katalizledigi tepkime ile
baslayarak bir dizi geri donlisiimsiiz tepkime dizisi ile devam etmektedir. Bu asamada
onemli bir indirgeyici molekiil olan NADPH iiretilmektedir (Sekil 2.1). PFY’nin
nonoksidatif agamasinda ise geri donilisimlii reaksiyonlar sonucunda bazi 6nemli
bilesikler i¢in 6n madde olan riboz-5-fosfat iiretilmektedir. Ayrica bu tepkimeler
aracilifiyla glikolitik ve glukoneojenik yollarla baglanti saglanmaktadir. PFY’de
olusan serbest enerji ATP’ye déniistiiriilemez. Uretilen NADPH organizmada yag
asidi, steroid ve kolesterol sentezinde, ksenobiyotiklerin zararli etkisini elimine etmeyi
saglayan oksidaz sisteminde, glutatyonun yenilenmesinde, deoksiriboz olusumunda,
bazi aminoasitlerin ve glukuronik asit metabolizmasinda kullanilmaktadir. Uretilen
pentozlar ise ATP, NAD*, FAD, DNA, RNA, gibi bilesiklerin yapisina katilmaktadir
[8]. Bu yolun toplam reaksiyonu asagidaki gibidir:

Glukoz 6-fosfat + 2 NADP* + H,O —Riboz 5-fosfat + 2 NADPH + 2H* + CO;
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Sekil 2.1: Eritrosit Metabolizmasi [16]

2.2.3. Eritrosit ve oksidatif stres
Reaktif oksijen tiirevleri, eritrositlerde hemoglobini methemoglobine doniistiirmekte

ve membran lipidlerinde peroksitler olusturmaktadir. PFY’de {iretilen NADPH,
oksitlenmis glutatyonun rejenerasyonunda rol oynayarak eritrositlerin oksidatif strese
kars1 korunmasimi saglar [17, 18]. Glutatyon (Y-Glutamil Sisteinil Glisin, GSH)
glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusan bir tripeptittir. GSH’deki serbest
bulunan tiyol grubu oksidatif strese karsi koruyucu olmasini saglamaktadir. GSH
molekiiliine serbest -SH grubunu sistein vermistir.

Hiicre zarinda bir¢cok protein ve enzim bulunmaktadir. Bunlar serbest oksijen
radikalleriyle okside olurlarsa GSH, -SH grubunu okside olan proteine vererek -SH
gruplarinin rediikte durumda tutulmasini saglar. Methemoglobin ve peroksitlerin

rediiksiyonunu saglamak i¢in selenyum igeren glutatyon peroksidaz (GPx) ile GSH



oksitlenir ve iki glutatyon molekiilii disiilfit bagi ile birbirine baglanir. Tekrar
kullanilabilmesi i¢in okside glutatyonun (GSSG) rejenere olmasi gerekmektedir.
GSSG, glutatyon rediiktaz (GR) araciligityla NADPH+H"lar kullanilarak GSH’ye
indirgenmektedir [8, 19].

Eritrositlerde GR’nin kullandigt NADPH, G6PD enziminin katalizledigi PFY nin
birinci ve hiz kisitlayici basamaginda iiretilmektedir. NADPH, GR’nin koenzimi
olarak gorev yapmaktadir. GR, gerekli hidrojeni NADPH molekiiliinden transfer
ederek GSSG’nin GSH’ye doniisiimiinii katalizler. Boylece glutatyon rejenerasyonu
saglanarak eritrosit hiicresi oksidatif strese karsi korunmus olur. G6PD eksikliginde,
eritrosit i¢in dnemli bir rediiktif kaynak olan NADPH iiretilemediginden oksidatif stres
gelisir. NADPH f{iretiminin siirekliligi, eritrositlerin yasam dongiisiinde kritik bir

oneme sahiptir (Sekil 2.2) [8].

Glukoz
Glulkoz Glukoz-6-fosfat eksikligi
l Oksidan Stres
- . Enfeksiyonlar
Glukoz-6-fosfat # . Bazi ilaglar
/ \ / Eritrosit - Bakla Hemoliz
| NS
\ NADP+ ! e
Glukoz-6-fosfat Glukoz-6-fosfat ™~\_¥ 2 GSH \ / H;0, N HO

l Glukoz-6-fosfat Glutatyon Glutatyon peroksidaz (ROS)
dehidrojenaz

redijktaz
Glikoliz | €~ <—6-Fosfoglukonatd™” \N/:IDPH) R aose 2 ol oo 0>
+

2 ATP A NADH Pentoz l

2 Piirivat fosfat A/(
/ yolagi Heinz cisimcigi «— MetHb  Oksi Hb

2 Laktat

Sekil 2.2: Eritrosit ve Oksidatif Stres

2.3. Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz Enzimi

2.3.1. Enzimin fonksiyonu
G6PD enzimi, glukoz-6-fosfat1 (G6P) 6-fosfoglukonalaktona doniistiirmesi sirasinda

G6P’nin 1. karbonundaki hidrojeni NADP’ye aktarir ve NADPH olusur. Bu reaksiyon
PFY’nin hiz kisitlayic1 basamagidir (Sekil 2.3)[8]. Bu asamada heksoz sekerinin

pentoz sekerine doniisiimiiniin yaninda bir¢ok biyosentetik yolun elektron dondrii olan



NADPH iiretimi de ger¢ceklesmis olur. Eritrositlerde tliretilen NADPH, reaktif oksijen
tirevleri veya diger serbest radikallerin azaltilmasi ve proteinlerdeki redoks
reaksiyonlarmin dengesinin korunmasi i¢in onemli olan GSH’nin {iretilmesi i¢in
onemli bir indirgeyici molekiildiir [1, 20]. G6PD tiim hiicrelerde mevcuttur; ancak
konsantrasyonu farkli dokularda degisiklik gostermektedir [21]. Saglikli kirmizi kan

hiicrelerinde enzim maksimum potansiyelinin yalnizca %]1-2'siyle ¢aligmaktadir.

CH,0P0? CH,0PO?
H O, OH NAD(P) NAD (P)H + H' H 0
H S H o
OH H / OH H
HO H HO
H OH G6PD H OH

Glukoz-6-fosfat 6-fosfoglukono-D-lakton

Sekil 2.3: G6PD reaksiyon grafigi

2.3.2. Enzimin yapis1
G6PD geni, 13 ekzon ve 12 introndan olusan X kromozomu iizerinde yer almaktadir

[22]. Bu genin iirtinii olan monomer, sitozolde yer alan, molekiil agirligi 59 kDa olan,
515 amino asitten olusan bir proteindir [23]. G6PD'nin ii¢ boyutlu yapisinin bir modeli
1996'da yayinlanmistir [24] ve daha sonra insan G6PD enziminin kristal yapisi
aciklanmustir [25]. Aktif insan G6PD enzimi, pH dengesine bagli olan dimer veya
tetramer formunda bulunur. Alkali ortamda enzim dimer formunda bulunur iken,
asidik durumda ise tetramer formundadir [26]. Her monomer 2 domainden olusur:
koenzim domaini ve 3 + o domaini. Bir a-heliks bagi 2 domaini birbirine baglar. Her
domain, bir oncii baglanma bdlgesi olusturan sekiz peptid zincirinden olusur. Her alt
birim, NADP substrati ve G6P substrati i¢cin baglanma bolgelerine ek olarak 1 molekiil
sik1 bagli NADP'ye sahiptir. Insan G6PD enzimi dimer-tetramer dengesindedir ve
stabilitesi NADP konsantrasyonuna da baglidir (Sekil 2.4) [25].

Sekil 2.4: Aktif G6PD dimerinin ii¢ boyutlu modeli [3]



2.3.3. Enzimin genetigi
Insan G6PD enziminin geni Gd, X kromozomunun uzun kolunun (Xq28 bandi)

telomerik bdlgesine yakin bir yerde bulunur [27]. G6PD eksikligi, X'e bagli bir genetik
kusurdur. Bu nedenle erkeklerin bu durumdan kadinlara gére etkilenme olasilig1 daha
yuksektir. Ayn1 zamanda hemofili A gibi hastaliklara sebep olan genlere yakin
konumda bulunmaktadir. insan G6PD geni, insan genomunun tam olarak dizilenen ilk
bolgesidir. Gd geni 1986'da klonlanmistir ve 12 intron ile 13 ekzondan olusmaktadir.
59 kDa molekiil agirligina ve toplam 20.114 bp uzunluguna sahiptir ve bu genden 515
amino asit kodlanmaktadir [23]. X e bagli resesif kalitimda, erkeklerde (XY) yalnizca
bir gende kusur olmasi eksiklige neden olmast icin yeterlidir. Bu sebeple erkeklerde
eksikligin goriilme ihtimali yar1 yartyadir. Yani yalnizca eksik (Gd-) veya normal
(Gd+) olmaktadirlar. Kadinlarda (XX) ise kusurlu genin bozukluga neden olmasi i¢in
her iki X kromozomunda da bulunmasi gerekir. Yani normal (Gd+/Gd+),
heterozigotlar (Gd+/Gd-) ve eksik (Gd-/ Gd-) olmak iizere 3 olasiliga sahiptirler.
Yalnizca bir kusurlu gene sahip olan kadmlarin fenotipi siklikla “orta diizey
(intermediate)” olarak adlandirilir, ¢iinkii bu grubun G6PD aktivite diizeyleri

genellikle normal ile eksik aralik arasinda kalmaktadir [20].

2.3.4. Enzimin varyantlari
G6PD geninin kodlama dizisini etkileyen degisiklikler farkli enzim aktivitesi olusturan

varyantlar ortaya ¢ikartir. G6PD varyantlarinin ¢cogunlugu ¢esitli enzim aktivitelerine
yol agan amino asit degisikligine yol agan tek baz degisimlerinden kaynaklanir. Sonug
olarak, polimorfizmlerin ortaya ¢ikmasi, bozuklugun ciddiyetinin enzimin aktivitesine
bagli oldugunu gostermektedir. 1967'de WHO komisyonu, G6PD varyantlarini ayirt
etmek i¢in enzimin aktivitesi, elektroforetik hareketliligi, 1s1 stabilitesi, G6P
katabolizmasinin etkinligi gibi ozelliklerini kullanarak enzimin biyokimyasal
karakterizasyonu tizerinde c¢alisma yapmistir [28]. Bu siire¢ sonucunda 100 tanesi
insan varyanti olmak iizere yaklagik 430 varyant bulunmustur. Bu ¢esitliligin pratik
yaklasimda kargasa yaratmamasi i¢in WHO, enzim aktivitesine ve klinik ssmptomlara

bagli olarak G6PD varyantlarini 5 sinifa ayirmistir (Tablo 2.1) [29].



Tablo 2.1: WHO G6PD Eksikligi Siniflandirmasi

Simf I Enzim aktivitesi normalin %10’undan daha diisiik, kronik hemolitik
anemi

Simif 11 Ciddi derecede eksiklik, genellikle aralikl: (ilaglar, enfeksiyon,
kimyasallara ve bakla tiiketimine ikincil) hemolitik anemi

Simif 111 Orta derecede enzim eksikligi (%10-60), aralikli hemolitik anemi

Smif IV Normal aktivite (%60-150), enzim eksikligi ve hemoliz yok
Smmif V Yiiksek aktivite (>%150)

En sik goriilen GO6PD varyantlari su sekildedir [2]:

G6PD B: En sik goriilen normal varyanttir. Beyaz irk, Asya ve siyah irkin biiyiik bir
kisminda goriilmektedir (Sinif IV).

G6PD A: Siyah Afrikalilarin %10-20’sinde goriilmektedir (Smnif IV).

G6PD A-: En sik goriilen enzim eksikligi varyantidir. Orta ve agir derecede hemolize
sebep olur (Smif III). Siyah Afrikalilarda ve Afrika kokenli Amerikalilarda goriiliir.
Yenidogan sarilig1 ve oksidasyona yol agan ilaglarla hemoliz goriiliir. Favizm daha
nadirdir.

G6PD Akdeniz: Beyaz irkta en sik goriilen varyanttir. Ulkemizde gériilen formdur ve
agir hemolize yol acar (Smif II). Yenidogan sarilig1 goriiliir ve ciddi boyutta olabilir.

Favizm ve oksidasyona sebep olan ilaglarla hemoliz de siklikla goriilmektedir.

2.4. Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz Enzim Eksikligi

2.4.1.Tarihcesi
G6PD, Otto Warburg ve Walter Christian tarafindan 1932'de maya ve kirmizi kan

hiicrelerinde redoks fonksiyonlu bir enzim olarak karakterize edilmistir [30, 31]. 19.
yiizyilda Yunanistan, Portekiz ve Italya'daki ¢ocuk doktorlar: tarafindan bakla yiyen
cocuklarda anemi ve hemoglobiniiri oldugu goézlemlenmistir. Favizm olarak
isimlendirilen bu durumun ayn1 kisilerde ve ailelerinde tekrarlandig1 farkedilmistir
[32]. 1920’11 yillarda sitmanin tedavi ve profilaksisinde kullanilan 8-aminokinolinlerin
(primakin ve plazmokin) yan etkisi olarak hastalarda akut hemolitik anemi

goriilmiistiir. Bu durumun ayni kisilerde tekrarlandigi tespit edildikten sonra goriilen
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yan etki primaquine duyarlilik sendromu olarak adlandirilmistir [33]. Yapilan
calismalarda favizm ge¢misi olan ¢ocuklar ve primaquine duyarlilik sendromu olan
kisilerden alinan kirmiz1 kan hiicrelerinde G6PD aktivitesinde eksiklik oldugu tespit
edilmistir [34, 35]. Daha sonraki yillarda G6PD eksikliginin genetik olarak X'e bagli
gecis gosterdigi kanitlanmistir [36]. Ekzojen bir tetikleyici olmadiginda G6PD
eksikligi olan kisilerde higbir patolojinin olmadig: fakat primakin veya bakla gibi
tetikleyiciler varliginda hemolitik anemi oldugu gozlenmistir. Bu klinik durum bir gen
ile ¢evresel bir faktor arasindaki spesifik bir etkilesimden kaynaklanan bir hastaligin

prototipi haline gelmistir.

2.4.2. Sitma ve G6PD eksikligi
Sitma, Plasmodium tiirlerinin neden oldugu, hayati tehdit eden sivrisinek kaynakli

hastaliklardan biridir. Enfekte disi Anofel sivrisineginin 1sirmasi yoluyla bulagir.
Memeliler, 6zellikle de insanlar, aralarinda P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P.
ovale ve P. knowlesi'nin de bulundugu bes Plasmodium tiiriiniin tasiyicisi olabilir. En
oldiiriicii Plasmodium tiirii P. falciparum'dur. Diger tiirler genellikle hafif sitmaya
neden olmaktadir. Ayrica P. falciparum ve P. vivax en yaygin tiirler olup halk sagligina
en fazla etki edenlerdir. Sitma, cibinlik, bocek ilact kullanimu, ilag tedavileri veya hem
onleme hem de tedavi gibi kombinasyon kontrol uygulamalariyla yonetilmektedir.
Artemisinin tiirevlerinin 8-aminokinolin ile kombinasyonu olan sitma ilacinin yaygin
kullanimi, sitmadan 6liimlerin sayisinda 6nemli bir diisiise yol agmistir. Ancak bazi
hastalarda G6PD eksikligi gibi klinik durumlarin olmasi kullanilan ilaglarin yan etki
yapmasina sebep olmaktadir. Bu sebeple kullanilirken bunlar g6z Oniinde
bulundurulmalidir [37].

Literatiirde G6PD eksikliginin, Plasmodium spp.'nin neden oldugu ciddi sitmaya kars1
korunmada bir miktar etkiye sahip oldugu genel olarak kabul edilmektedir. GGPD
eksikligi kirmizi kan hiicrelerinde oksidatif stresin artmasina neden olur ve bu durum
parazit lizerinde olumsuz etkiye sahiptir. Dolayistyla bu mutasyona sahip bireylerin
sitmaya kars1 bir miktar korumasi oldugu diistintilmustiir [38].

Ozetle, sitmanin endemik oldugu bélgelerde yasayan ve her yil sitmayla enfekte olan
G6PD eksikligi olan hastalarda literatiir 15181nda korunma olacag: ihtimali diisiiniilse
de hastalik seyrinde akut hemolitik anemi goriilebilmektedir. Yine sitma tedavisinde
kullanilan ilaglar bu hastalarda yan etkiye sebep olabilmektedir [39]. Bu sebeple bir
On test yapilarak G6PD eksikligi taramasi yapilmasi gerekmektedir. Bu tarama testi,
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sitmaya karst ilacin saglanmasi konusunda bilingli karar verilmesinin yani sira

eksiklikten kaynaklanacak olumsuz etkileri en aza indirmeyi saglayacaktir.

2.4.3. Epidemiyoloji
Diinya ¢apinda en az 400 milyon insanin G6PD eksikligine neden olan gen

mutasyonunu tasidigi tahmin edilmektedir (Sekil 2.5). En yiiksek prevelans Afrika,
Giliney Avrupa, Orta Dogu, Giineydogu Asya ile Orta ve Giiney Pasifik adalarinda
rapor edilmektedir. Ancak son yillarda artan gé¢ nedeniyle Kuzey ve Giiney Amerika
ile Kuzey Avrupa'nin bazi bolgelerinde de eksiklik alleli yaygin olarak goriilmeye
baslanmustir [40]. Ulkemiz genelinde G6PD eksikligi %0.5, Cukurova bdlgesinde ise
% 8.2 oraninda goriilmektedir [2].

Herhangi bir popiilasyon i¢in, her bir allelin G6PD eksikliginin genel prevalansina
niceliksel katkis1 belirlemek zordur. Bu nedenle enzim aktivitesi taramasina dayanan

epidemiyolojik ¢caligmalarin derinlestirilmesi faydali olacaktir.

] 05-2:9%
] 3-69%
= 7-99%
B 10-11.9%
B 15-26%

Sekil 2.5: G6PD eksikliginin goriilme sikliginin diinya tizerinde dagilimi [3, 29]

2.4.4. Klinik belirtileri
G6PD eksikligi hastalarinin ¢ogu asemptomatik olarak hayatlarina devam etmektedir.

Fakat baz1 kronik hastaliklar, kullanilan ilaglar, enfeksiyonlar ve gidalar gibi oksidatif
stresi artiracak uyaranlara maruz kalindiginda semptomlar agiga ¢gikabilmektedir [41].
Hastalarda semptomlar, uyaranlar1 aldiktan sonra 24-48 saat i¢cinde genellikle akut

hemolitik anemi seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Akdeniz ve Asyali bebeklerinde G6PD
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eksikliginin ¢ogunlukla yenidogan sariligi ile iliskili oldugu bulunmustur [42]. Ayrica,
GO6PD eksikligi hastalarinda diabetes mellitus, miyokard enfarktiisii ve agir fiziksel
egzersiz gibi ¢esitli klinik durumlarda akut hemolitik anemi gelistigi rapor edilmistir
[43-45]. G6PD eksikligi hastalarinda uzun siireli komplikasyon olarak yorgunluk,
anemi, sirt agrisi, sarilik ve konjuge olmayan bilirubin artis1 gibi klinik belirtiler

goriilmektedir [46]

2.4.4.1. Tlaca bagh akut hemolitik anemi
Sitmada standart tedavi olarak primakin ve artemisin tiirevleri kombinasyonlarinin

kullanilmasindan sonra G6PD eksikligi olan hastalarda yan etkilerin gelistigine dair
gbzlemler rapor edilmistir. Daha sonra G6PD olan hastalarda birgok ilacin akut
hemoliz yapabilecegi bildirilmistir (Tablo 2.2) [3]. Birgok bireyde giivenli oldugu
belirtilen ila¢ ve kimyasallar, G6PD eksikliginin ¢ok fazla varyanti olmasi sebebiyle
bazi bireylerde giivenli olmayabileceginden dikkatli olunmalidir. Hemoliz riski ve
ciddiyeti tedavi dozu ve stiresine ek olarak bireyler aras1 farmakokinetik farkliliklar,
enfeksiyon ve gida gibi serbest radikalleri arttirabilecek durumlarla da iliskili
olabilmektedir. Hekimlerin yan etkisi belirlenmis ilaglar1 kullanmasi1 gerekiyorsa
karar1 verirken klinik risk degerlendirmesi yapmalari gerekmektedir. Hemoliz
olasiligin1 belirlemede kullanilabilecek testler klinik uygulamada heniiz mevcut
degildir. Klinik olarak saptanabilen hemoliz ve sarilik tipik olarak ilacin alinmasindan
sonraki 24-72 saat i¢inde ortaya ¢ikmaktadir. Hemoglobiniiriye bagli koyu renkli idrar
karakteristik bir isarettir [3]. Anemi 7-8. giinlere kadar kotiilesmektedir. ilacin
kesilmesinden sonra hemoglobin konsantrasyonlar1 8-10 giin sonra diizelmeye
baslamaktadir. Periferik yaymada kirmizi kan hiicrelerinde Heinz cisimcikleri
(denatiire hemoglobin ¢okeltileri) goriilmesi ise tipik bir bulgudur [3]. Baz1 hastalarda
ise hemoliz siireci kendi kendini sinirlayarak klinik olarak anlamli anemi ve

retikiilositoz bulgular1 olusturmaz.

2.4.4.2. Enfeksiyona bagh akut hemolitik anemi
Enfeksiyon, G6PD eksikligi olan kisilerde hemolizin en tipik nedenidir.

Sitomegaloviriis, Hepatit A ve B viriisleri, pndomoni ve tifo atesi gibi enfeksiyonlar
GO6PD eksikligi olan kisilerde hemolizin en yaygin nedenleridir [47, 48]. Kullanilan
ilaclar, yas, karaciger fonksiyonu gibi bir¢ok faktér hemolizin siddetini etkilemektedir.
Hem hepatit hem de hemolizde total bilirubin yiikseldiginden teshiste hata kaynagi
olabilecek bir bulgudur [49].
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Siddetli transfiizyonlar klinik gidisat1 6nemli o6lg¢iide

iyilestirebilir. Ayrica akut bobrek yetmezligi ve hepatit, G6PD eksikliginin 6nemli bir

hemolizde yapilacak

komplikasyonudur. Patofizyolojik temelinde bobrek iskemisine bagli akut tiibiiler
nekroz ve hemoglobin silindirlerinin neden oldugu tiibiiler tikanma yer almaktadir.
Bazi hastalarda hemodiyaliz ihtiyaci olabilmektedir [50, 51]. Akut bobrek yetmezligi

komplikasyonu ¢ocuklarda nadir olarak goriilebilmektedir.

Tablo 2.2: G6PD eksikligi olan hastalarda hemolizle iliskili ilaglar

Kesin Iligkisi Olanlar  Olasi iliskisi Olanlar  Siipheli Olanlar

Antimalaryaller Primakin Klorokin Mepakrin
Pamakin Kinin

Stilfonamidler Stilfanilamid Siilfadimidin Aldesiilfon
Siilfasetamid Siilfasalazin Siilfadiazin
Siilfapiridin Glibenklamid Siilfafurazol
Stilfametoksazol

Silfonlar Dapson

Nitrofurantoin Nitrofurantoin

Antipiretik veya  Asetanilit Aspirin Parasetamol

analjezik Fenasetin

Diger ilaglar Nalidiksik asit Siprofloksasin Aminosalisilik asit
Niridazol Kloramfenikol Doksorubisin
Metiltionyum K vitamini analoglar1 ~ Probenesid
Fenazopiridin Askorbik asit Dimerkaprol
Ko-trimoksazol Mesalazin

Diger Naftalin Acalypha indica 6zii

kimyasallar 2,4,6-trinitrotoluen

2.4.4.3. Favizm

Favizm, bakla (Vicia faba) tiiketimi sonucunda gelisen hemolitik anemi klinik
belirtileridir. Bakla tiiketiminin klinik sonuglart 20. yiizyilin basinda rapor edilmis
olmakla birlikte bakla ile bu klinik bozukluk arasindaki iligki yiizyillar 6ncesinde
tanimlanmistir. Favizm yalnizca baglangigta fark edildigi Akdeniz iilkelerinde degil,
ayn1 zamanda bakla iiretiminin ve tiiketiminin yaygin oldugu Orta Dogu, Uzak Dogu
ve Kuzey Afrika'da da yaygin olarak goriilmektedir [52, 53]. Favizm'in en stk G6PD
eksikliginin Akdeniz varyanti ile iligkili oldugunu diistiniilmektedir. G6PD eksikligi
olan bireylerin tiimiinde bakla yedikten sonra favizm tablosu goriilmemektedir. Bu
durum hastanin sagligi, tiiketilen bakla miktar1 gibi favizm tablosuna sebep olabilecek
faktorlerin  olabilecegini  gdstermektedir. Favizm, kurutulmus

cesitli veya

dondurulmus bakla tiiketildikten sonra gelisebilmektedir. Ancak, bozukluk en ¢ok
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baklanin hasat edildigi donemde goriildiigiinden 6zellikle taze bakla yedikten sonra
ortaya ¢ikmasi muhtemel goziikkmektedir [54].

Favizmde hemoliz siireci karmasik olmakla birlikte agiga kavusturulmus noktalar da
bulunmaktadir. Baklada bulunan divicin, izouramil ve konvisin gibi toksin bilesenler,
G6PD eksikligi olan hastalarda bagirsak epitelinden emilerek kana gecer. Bu
maddeler, NADPH ve glutatyonu hizla oksitleyen hidrojen peroksitin yani sira
siiperoksit anyonu gibi reaktif oksijen tiirlerini {iretirler. Normal G6PD aktivitesine
sahip eritrositlerde hidrojen peroksit katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan
detoksifiye edilirler. Bu enzimatik reaksiyonlarin her ikisi de NADPH'ye baglidir.
G6PD ceksikligi olan eritrositlerde  NADPH yetersiz oldugundan, glutatyon
tilkkenmesini tersine ¢eviremezler ve bu nedenle ciddi oksidatif hasara maruz kalirlar

(Sekil 2.6) [55].

Vicia faba
Fava beans contain high
concentrations of vicine and convicine

B-Glucosidases are present
in fava beans and in the
gastrointestinal tract

A Red Cell with Normal G6PD

Glucose

Divicine and isouramil

Hexokinase

O,
Glucose 6-phosphate

Superoxide
dismutase

Glucose-6-phosphate
dehydrogenase

NADP+ Glutathione H,0,

6-Phosphoglucono-
S-lactone

6-Phosphoglucono-lactonase

Glutathione Glutathione | oo
reductase peroxidase

6-Phosphogluconate Glutathione H,0+0,

disulfide

6-Phosphogluconate
dehydrogenase

Ribulose 5-phosphate

Divicine and isouramil

Glucose

B G6PD-Deficient Red Cell

Hexokinase (e

Glucose 6-phosphate

Superoxide
dismutase
Glucose-6-phosphate
dehydrogenase
1
6-Phosphoglucono- 1Nf\DP+ Glutathione TH,O—a N
é-lactone Oxidative )
Glutathione  Glutathione Catdlate damage r
6-Phosphoglucono-lactonase reductase peroxidase
AN
6-Phosphogluconate INADPH  Glutathione H,0+0,
disulfide

6-Phosphogluconate
dehydrogenase

PN

|

/\

Ribulose 5-phosphate
Acute hemolytic
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Sekil 2.6: Favizmde Oksidatif Hasara Kars1 Korumada G6PD'nin Rolii [55]
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Favizm, genellikle bakla yenildikten yaklagik 24 saat sonra akut hemolitik anemi
olarak ortaya ¢ikar. G6PD eksikligi olan ve bakla tiiketen kisilerde solukluk, sarilik ve
hemoglobiniiri sik goriilen belirtilerdendir. Anemi genellikle akut ve siddetli
olmaktadir. Ayni zamanda bazi hastalarda iskemiye veya hemoglobin silindirlerinin
cokelmesine bagli olarak akut bobrek yetmezligi de goriilebilmektedir.
Hemoglobiniiri, ilaglar veya enfeksiyonun tetikledigi hemolitik krizlerin neden oldugu
durumdan daha siddetlidir. Favizm hastalarinda meydana gelen oksidatif hasar,
eritrositlerde bir dizi degisiklige neden olup bu hiicrelerin dolasimdan hizli bir sekilde
temizlenmesine yol agmaktadir. Bu nedenle favizm hastalarindaki hemolitik olaylar
intravaskiiler veya ekstravaskiiler olmaktadir [56]. G6PD eksikligi prevalansinin
yiiksek oldugu bolgelerde toplum sagligini korumak icin yapilan yenidogan taramalari

ve saglik egitimleri sayesinde vaka goriilme siklig1 azalmaktadir [57].

2.4.4.4. Yenidogan sarihg:
G6PD eksikligi olanlarda yenidogan sariliginin sikligi ve siddeti, genetik, kiiltiirel ve

cevresel faktorlere bagli olarak degismektedir [3, 58, 59]. G6PD eksikliginden
kaynaklanan yenidogan sarilig1, fizyolojik sarilik gibi genellikle dogumdan sonraki 1-
4 giin civarinda goriilmektedir. Kernikterus, bu hastalarda nadir gériilmekle birlikte
tedavi edilmezse kalict norolojik hasara neden olabilmektedir. Yenidogan sariligi
G6PD eksikligi olan prematiire bebeklerde normal gebelik doneminde dogan
bebeklere gore daha tipik ve daha siddetli seyretmektedir. G6PD eksikliginin
yenidogan sariligina neden olmasinin mekanizmast heniiz tam olarak anlagilamamastir.
Gilbert hastaligina neden olan iridin-difosfat-glukuronosil transferaz 1 (UGT1Al)
gen promotOriiniin bir mutasyonunu kalittimla alan G6PD eksikligi olan bebekler
ozellikle yenidogan sariligi agisindan risk altindadir [60]. Fototerapi alan ve aile
oykiisi, etnik, cografi kokeni G6PD eksikligi olasiligini disiindiiren sarilikli bir
bebekte veya fototerapiye yaniti zayif olan bir bebekte G6PD enzim diizeyinin

olgiilerek eksiklik acisindan degerlendirilmesi onerilmektedir [61] .

2.4.4.5. Konjenital nonsferositik hemolitik anemi
Bazi hastalarda, G6PD eksikliginin varyantlar1 kronik hemolize sebep olan konjenital

sferositik olmayan hemolitik anemiye yol a¢maktadir. Bu varyantlar WHO
siiflandirmasinda sinif 1 olarak gruplandirilmaktadir [28]. Konjenital sferositik
olmayan hemolitik anemiye neden olan G6PD varyantlarinin ¢ogunlukla sporadik

olmakla birlikte bazen bu duruma bagimsiz mutasyonlar neden olabilmektedir [62].
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Bu tablonun tanisi klinik bulgulardan yola ¢ikarak konabilmektedir. Bu bozukluktan
genellikle bebeklik veya ¢ocukluk déoneminde siiphelenilmektedir. G6PD eksikliginin
neden oldugu konjenital sferositik olmayan hemolitik anemisi olan bir¢ok hastanin
Oykiisiinde ciddi neonatal sarilik, kan transflizyonu gerektiren oksidatif stresle
alevlenen kronik anemi, retikiilositoz, safra taglari ve splenomegali bulunmaktadir. Bu
tabloda yukarida agiklanan akut hemolitik anemiden farkli olarak hemoliz esas olarak

ekstravaskiiler olmaktadir [3]

2.4.5. Tams1
Hizli popiilasyon taramasi amaciyla, 1961'de Motulsky tarafindan gelistirilen boya-

renk giderme testi ve ultraviyole 151k altinda floresan vermediginde G6PD eksikligini
gosteren floresan spot testleri gibi gesitli yar1 kantitatif yontemler uygulanmistir [63,
64]. Formazan substrati (WST-8) kullanilan baska semikantitatif metotlar da
gelistirilmistir [65, 66]. Semikantitatif yontemler kullanildiktan sonra daha kesin
yontemler kullanarak taninin dogrulanmasi gerekmektedir.

Geng eritrositlerdeki aktivite seviyesi olgun eritrositlere gore daha yiiksektir [67]. Bu
durum akut hemoliz atagi sirasinda enzim aktivitesi Olgiiliirken yanlis negatif
sonuglara veya yiiksek retikiilosit sayis1 varliginda G6PD varyantlar1 i¢in teshis
sorunlarina sebep olabilmektedir. Ayrica, geng eritrosit popiilasyonuna sahip
yenidoganlarin degerlendirilmesinde de zorluklar yasanabilmektedir. Heterozigot
disilerde, X kromozomu mozaikligi sebebiyle kismi eksiklige sebep oldugu igin
tarama testleri giivenilir bir sekilde teshis edememektedir. Bu nedenle molekiiler
analizle kesin tan1 konulabilmektedir.

G6PD eksikligi i¢in spektrofotometrik yontem, methemoglobin indirgeme testi, Heinz
cisimcikleri tespiti, hizli tani testi veya fluoresan spot testi dahil olmak {izere kalitatif
veya kantitatif bir¢ok tani testi mevcuttur. G6PD eksikligi olan hastalarmin klinik
belirtileri karakteristik olmakla birlikte, semptomlarin siddeti enzim aktivitesinin
miktarma baghdir. Bu nedenle, G6PD enzim aktivitesini tayin eden kantitatif
spektrofotometrik laboratuvar testleri onem tasimaktadir. Kantitatif spektrofotometrik
yontem, ultraviyole (UV) dalga boyunda (340-365nm) NADPH olusum seviyesini
Olgerek enzim aktivitesini tespit edilebilen ve daha sonra gram hemoglobin (IU/gHb)
veya kirmizi kan hiicreleri (IU/RBC) basina International Unite olarak bildirilen UV -
spektrofotometrik enzim aktivite tayin testidir. Bu yontemle eksikligin kesin tanisi

konulabilmekle ve derecesi tespit edilebilmektedir. Ozellikle;
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- Afrika, Akdeniz, Asya kokenli gocuklarda veya eriskinlerde bilinen bir oksidatifilaca
maruz kalma, enfeksiyon veya bakla tiiketimiyle tetiklenen akut hemolitik anemi
meydana geldiginde,

- Splenomegali veya kolelitiazisin tekrarladig aile tiyeleri (6zellikle erkekler) varsa,

- Siddetli yenidogan sariligi olan bebeklerde G6PD enzim aktivite tayin testi

kullanarak G6PD enzim eksikligi arastirilmalidir.

2.4.6. Tam Sonrasi Siirecin yonetilmesi
G6PD eksikligi icin en etkili yonetim stratejisi, oksidatif stres faktorlerinden (ilaglar,

enfeksiyon, baklagiller gibi) kaginarak hemolizi onlemektir. Ancak bu yaklasim,
hastanin gecmis bir hemolitik atak veya bir tarama programi sonucu olusan tanisinin
farkinda olmasini gerektirir. G6PD eksikligi olan bireylerde akut hemoliz genellikle
kisa omiirliidiir ve 6zel bir tedaviye ihtiya¢c duymaz. Nadir durumlarda (genellikle
cocuklarda), siddetli anemiye yol acan akut hemoliz, eritrosit transfiizyonunu
gerektirebilir.

G6PD eksikliginden kaynaklanan yenidogan sariligi, diger nedenlerden kaynaklanan
yenidogan sariligiyla ayni sekilde tedavi edilir. Farkli konsantrasyonlardaki bilirubin
yiiksekligi tedavisi konusunda bazi tartismalar mevcuttur [68]. Genellikle, konjuge
olmayan bilirubin konsantrasyonu 150 pmol/L'ye yaklastiginda veya onu astiginda,
norolojik hasar1 Onlemek i¢in hastalara fototerapi verilir; daha yiiksek
konsantrasyonlarda (>300 umol/L) kan transfiizyonu gerekli olabilir.

Konjenital sferositik olmayan hemolitik anemisi olan hastalarda bazen kan
transflizyonu gerektirmeyen bir anemi vardir. Ancak bu kisilerin izlenmesi gerekir,
clinkii herhangi bir siddetlendirici faktor (enfeksiyon veya oksidan bir ilacin yutulmasi
gibi) aneminin derecesini kotiilestirebilir. Cok nadiren konjenital sferositik olmayan
hemolitik anemi transfiizyona bagimlidir, bu nedenle demir selasyon tedavisi
uygulanmalidir. E vitamini ve selenyum gibi antioksidanlarin kronik hemolizli
hastalarda bir miktar etkisi var gibi goriinmektedir ancak literatiirde  bunu
destekleyecek tutarli veriler bulunmamaktadir [69].

Konjenital sferositik olmayan hemolitik anemisi olan hastalarda bazen splenomegali
geligir, ancak genellikle splenektomiden fayda gormezler. Safra taslari, G6PD
eksikligine bagli hemolizin bir komplikasyonudur. G6PD eksikliginin anne karninda
tespiti literatiirde rapor edilmistir [70], ancak bu yaklasimin G6PD eksikliginin diisiik

mortalite ve morbiditesini goz oniline aldigimizda gerekli olup olmadig: tartigmalidir.
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Diger tedavilere direngli olan ciddi eksiklik vakalari i¢in gen terapisi uygulanmas,

tizerinde arastirma yapilmaya devam eden konulardan biridir.

2.5 Laboratuvarda Kalite Kontrol

Laboratuvarda c¢aligilan testler tarama, tani, tedavi takibi ve prognoz belirleme
acisindan klinisyenlere yol gostermektedir. Bu yiizden hasta numunelerinden giivenilir
ve kabul edilebilir sonuglar vermek her laboratuvarim birincil hedefi olmalidir. Ulke
genelinde klinik laboratuvarlar giinde milyonlarca test sonucu iiretmektedir.
Laboratuvarlarda her ne kadar i¢ kalite ve dis kalite kontrol prosediirleri siki bir sekilde
uygulansa da ayni numunede iki farkli laboratuvarda farkli sonuglar elde
edilebilmektedir. Bu sebeple kalite yonetimi siirecinin daha standart hale getirilmesi
icin ileri caligmalar yapilmasi 6nem tagimaktadir.

Kalite, miisterilerin belirtilen veya ifade edilmemis ihtiyaglarini karsilamak i¢in bir
iriin veya hizmetin Ozelliklerinin toplami olarak tanimlanmaktadir [71]. Tibbi
laboratuvarlarin kalite gereksinimleri ISO15189 rehberi tarafindan belirlenmistir [72].
Tibbi laboratuvardaki hatalar preanalitik, analitik veya postanalitik evrede
olabilmektedir. Analitik siirecin hatalar1 kalite kontrol materyalleri ile takip edilerek
belirlenebilir (I¢ ve dis kalite kontrol materyalleri). i¢ ve dis kalite kontrol belirli
Olceklerde veya daha genis Olgeklerde klinik laboratuvarlar analizlerinin kalite ve
standardinin korunmasini saglamaktadir.

Kontrol materyalleri test edilecek analitin belirlenmis bir miktarini icermektedir. Bu
materyaller, hasta numuneleriyle ayn1 anda ve aym slirece maruz birakilarak analiz
edilmelidir. Bu sayede test sisteminin giivenilirligi dogrulanabilir ve kullanicilarin
performansi, gevresel kosullar degerlendirilebilir. I¢ kalite kontrol materyallerinin
belirlenmis araliklar1 sisteme girildiginde veya tekrarli dl¢limler yapilarak uygun
araliklar belirlendiginde, giinliik takibin daha kolay yapilabilmesi i¢in sonuglarin
grafiksel olarak gosterilmesi olduk¢a faydalidir. Bu amagla rutin biyokimya
laboratuvarlarinda tercih edilen yontem Levey-Jennings grafiklerinin kullanilmasidir.
Bu sayede laboratuvarin giinlilk performansi degerlendirilerek hata durumunda
diizeltici faaliyetler baglatilir [73, 74].

Dis kalite kontrol siireci, bir dis tedarik¢i veya ticari bir kurum iizerinden laboratuvar
performansinin objektif bir sekilde degerlendirildigi ve laboratuvar testlerinin,

laboratuvar disindaki bir kaynak ile karsilagtirilmasina olanak saglayan bir sistemdir.

19



Programina dahil olunan kurum, laboratuvarlara miktarmi bilmedigi numuneleri
gonderir. Laboratuvarlar bu numuneleri kendi ¢alisma kosullarinda hasta numunesi
gibi ¢alistiktan sonra sonuglar1 ortak bir sisteme girerler. Siire¢ sonuglandiktan sonra
laboratuvarlar, es grup veya referans laboratuvarlar ile test sonuglar1 ve performans
karsilastirmas1 yapabilirler. Bu siiregle birlikte kit veya calisma prosediiriiyle ilgili
sistematik problemler ve iyilestirme ihtiyaci bulunan agamalar belirlenerek diizeltici

faaliyetlerde bulunulabilir [72, 74].

2.5.1. Kalite kontrol materyalleri
Tibbi biyokimya laboratuvarlari i¢in hasta numunelerinden giivenilir ve kabul

edilebilir sonuglar verebilmek en Onemli hedeftir. Bu nedenle kalite kontrol
stirecindeki i¢ ve dig kalite kontrol degerlendirmesinde uygun kalite kontrol
materyallerine ihtiyag duyulmaktadir. Kalite kontrol materyallerinin uluslararasi
standartlara ve bilimsel tavsiyelere uygun ozellikleri bildirilmistir. Kalite kontrol
materyalleri, test edilen analitin belirlenmig bir miktarini igeren materyallerdir. Kalite
kontrol materyalleri hedeflenen test igin uygun ve Olgiilebilir formda bulunmalidir.
Kalite kontrol materyali, gercek numuneye benzer bir matrikse ve/veya analitik madde
konsantrasyonuna sahip olmalidir. Kontrol materyalinde bulunan analit
konsantrasyonu, testin tibbi karar noktalarina yakin olmalidir yani hem diisiik hem de
yuksek konsantrasyon seviyelerini kontrol etmelidir. Ayrica stabil, homojen olmali ve
patojen agisindan risk tasitmamalidir. Kontrol materyalleri insan veya hayvan kaynakli

olarak tiretilebilmektedir [74] .

2.5.2. Kontrol materyali tipleri
Teorik olarak dondurulmus, likit ve liyofilize olmak tizere 3 tip kontrol materyali

uretilmektedir.

2.5.2.1. Dondurulmus kontrol materyali
Dondurulmus kontrol materyalleri siklikla hasta serumlar1 kullanilarak {iretilir.

Modifiye edilmis veya modifiye edilmemis serumlarda elde edilen iki tip dondurulmusg
kontrol materyali vardir. Modifiye edilmis serumlar, kan bankasindaki hasta
orneklerinin eski serum veya plazmalar1 kullanilarak iiretilmektedir. Modifiye
edilmemis serumlar ise pihtilasmis tam kandan hemen ayrilarak havuzlanir, filtrelenir,
karistirilir ve polipropilen siselere alikotlanir. Sonrasinda kullanilana kadar -80°C’de

muhafaza edilirler [75]. Dondurulmus kontrol materyalinin diger kontrol materyali
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tiplerine goére avantaji minimum matriks etkisi ve sulandirma iglemi
gerektirmemesidir. Ancak dondurma islemi buz kristallerinin olugmasina yol agarak

hatal1 sonuglar verebileceginden dikkatli olunmalidir.

2.5.2.2. Likit kontrol materyali
Likit kontrol materyali, klinik biyokimyada siklikla kullanilmaktadir. Sterilizasyon

veya kimyasallarla stabilize edilerek {iiretilir. Sterilizasyon yoluyla hazirlanan kontrol
materyali, uygun filtreler kullanilarak yapilan filtreleme islemiyle hazirlanir. Bu
kontrol materyalinin raf dmrii hazirlandiktan sonra oda sicakliginda (20-25°C) 7-14
giin kadardir. Kimyasal olarak stabilize edilmis kontrol materyali ucuzdur [76]. Ayni
zamanda hem i¢ hem de dis kalite kontrol degerlendirmesinde kullanima uygundur.
Bu kontrol materyalinin stabilitesi 2-8°C’de en az 24 giin ve -15°C ila -20°C 'de
yaklagik 1 yildir. Bu kalite kontrol materyalinin stabilite, vialler arasinda benzerlik,
azaltilmig atik ve ortadan kaldirilmis sulandirma gibi avantajlari vardir [77].

Eklenen stabilizatorler, viskoziteyi etkileyebileceginden dlglim yaparken bu durum

dikkate alinmalidir.

2.5.2.3. Liyofilize kontrol materyali
Rutin biyokimya laboratuvarlarinda sik¢a kullanilan liyofilize kontrol materyalleri

dondurma-primer kurutma-sekonder kurutma asamalarindan olusan liyofilizasyon
islemiyle hazirlanmaktadir. Aynm1 zamanda “in-house” kontrol materyallerinin
hazirlanmasinda da oldukga kullanigli bir tekniktir. Bu kontrol materyalinin stabilitesi
2-8 °C'de saklandiginda en az 1 yil, -20°C veya altinda saklandiginda birkag¢ y1l daha
uzun olmaktadir. Ureticiler tarafindan matrisin degistirilmesi konusunda literatiirde
tartismalar da mevcuttur [78]. Merkezler aras1 aktarimda ve uzun siire stabilitenin
gerekli oldugu durumlarda oldukca avantajlidir. Kontrol materyalinin sulandirilmasi
asamasinda kullanilan distile suyun veya soliisyonun miktari, kalitesi ve pipetleme

isleminin hassas bir sekilde yapilmasi olduk¢a 6nemlidir [74].

2.6. Liyofilizasyon
2.6.1.Genel bilgiler

Su, hiicreler igerisinde canlilik i¢in biyokimyasal aktiviteleri destekleyen onemli bir

¢ozliciidiir. Ayrica su clirlimeye sebep olan organizmalarin cogalmasi, otoliz siireci ve
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depolanmis {riinlerin bozulmasinda da O6nemli rol oynamaktadir. Bu sebeple
bozulmast muhtemel olan iiriinlerin dayaniklilik stiresini artirmak ic¢in suyun
triinlerden uzaklastirilmas1 gerekmektedir [79]. Organik maddelerden suyun
uzaklastirilmasi siirecini liyofilizasyon ve freeze drying terimleri tanimlamakla
birlikte iki terim de aynu siireg, prensip ve mekanizmalari ifade etmektedir.
Dondurarak kurutma olarak da bilinen liyofilizasyon, kontrol materyalleri, ilaglar,
terapotik proteinler gibi T{riinlerin uzun vadeli stabilitesini iyilestirmek ig¢in
faydalanilan 6nemli bir islemdir [80]. Asagida liyofilize edilerek kullanilan bazi
tiriinler belirtilmistir:

1. Reaktif veya 1s1ya duyarl kimyasallarin kurutulmasi veya konsantre edilmesi i¢in
prosesin kullanildig1 biyolojik olmayan maddeler.

2. Cansiz biyoliriinler. Enzimleri, hormonlari, antibiyotikleri, vitaminleri, kan
tiriinlerini, antibiyotikleri, inaktive edilmis veya zayiflatilmig asilari, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) bilesenlerini, nanopartikiilleri vb. igerir. Bu alt grup, teshis veya
tedavi amaciyla kullanilabilen farmasoétikleri igerir.

3. Cerrahi veya tibbi kullanima yonelik kemik ve diger viicut dokulari, organoleptik
ozelliklerin 6nemli oldugu gidalar, endiistriyel biyotiriinler.

4. Kurutma ve sulandirma sonrasinda yeni nesiller iiretmek icin bliylimesi ve
cogalmasi gereken, as1 veya tohum kiiltiirii kullanimina yonelik canli organizmalar.
5. Cesitli, 6rnegin selden zarar gérmiis kitaplar, miize eserleri vb.

Dondurarak kurutulmus kat1 halde, kimyasal veya fiziksel bozunma reaksiyonlari
engellenir veya yavaslatilir, bu da uzun vadeli stabilitenin artmasina neden olur. Uzun
stabilite avantajinin yaninda, liyofilize formlar depolama ve merkezler arasi

transportta kolaylik saglar [81].

2.6.2. Tarihgesi
Yiizyillar 6nce Astek ve Eskimolarin gida maddelerinin saklanmasinda dondurarak

kurutmayi kullandiklar1 bildirilmistir. Ayn1 zamanda Inkalar tarafindan Altiplano’da
oksijeni az atmosfer ortaminda ve giinesin radyan 1sis1 altinda et kurutmak i¢in bu
yontemin kullanildigr bilinmektedir [82]. 1880'li yillarin sonlarinda laboratuvar
sartlarinda kullanilmaya baglanarak bu yontemin temel prensipleri olusturulmustur
[79]. Bordas ve d'Arsonval, 1906'da Paris'teki Acade'mie des Sciences'a sunduklari
makalelerinde, ilk kez hassas bir iirlinii orta dereceli vakum altinda donmus halden

kurutmanin miimkiin oldugunu géstermislerdir [82]. Boylece iiriinler oda sicakliginda
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daha stabil durumda kalacakti. Isiya dayanikli antibiyotiklerin ve kan {iriinlerinin
islenmesine ihtiya¢ duyulan 1930'lara kadar bu yontem bir laboratuvar teknigi olarak
kalmustir [79]. Earl Flosdorf, Ronald Greaves ve Frangois Henaff, II. Diinya Savasi
sirasinda yaygin olarak kullanilan dondurularak kurutulmus insan plazmasimin seri
tiretimine yonelik uygun biiyiik 6lgekli ekipmani tasarlamiglardir. Penisilin {izerine
yaptig1 ¢alismalarla Nobel Odiilii sahibi olan Sir Ernst Boris Chain, antibiyotiklerin ve
hassas biyokimyasallarin hazirlanmasi i¢in dondurarak kurutmay1 tanitmistir. Isidore
Gersh ve daha sonra Tokio Nei ve Fritjof Sjostrand, elektron mikroskobu igin
dondurularak  kurutulmus biyolojik yapilarin  dikkat c¢ekici  goriintiilerini
fotograflamiglardir. Charles Me'rieux ise serum ve asilarin endiistriyel liretimi i¢in
genis yeni alanlar agmustir [82]. Bu tarihsel siiregte sogutma ve vakum teknolojileri,
tiretime yonelik liyofilizatorlerin gelistirilmesini saglayacak kadar ilerlemis olup artik

saglik, gida gibi endiistrilerde kullanilmaktadir.

2.6.3. Liyofilizasyon siireci
Liyofilizasyon genel olarak dondurma, primer kurutma ve sekonder kurutma olmak

lizere {i¢ basamaktan olusmaktadir (Sekil 2.7).

LIYOFILIZASYON iSLEMI

Dondurma Birincil Kurutma ikincil Kurutma
(Katilagtirma) (Buzun sublimasyonu) (Desorption)
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Sekil 2.7: Liyofilizasyon basamaklar1 [83, 84]
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2.6.3.1. Dondurma
Dondurma asamast, liyofilizasyondaki en 6nemli basamaktir. Prosesin ilk adimi olarak

kabul edilen ilk agamada, {iriiniin siiblimasyonu i¢in 6nce dondurulmasi gerekir.
Dondurma islemi, triiniin termal denatiirasyonunu azaltir, ¢ozelti bilesenlerini
hareketsiz hale getirir, vakum uygulandiginda kopiirmeyi Onler ve maddenin
goriinilisli, ¢ozlinlrliigiinii muhafaza eder. Dondurma ayni zamanda numune iginde
arzu edilen buz kristali yapisin1 da indiikler ve bu da kurumay1 kolaylastirir [79].
Dondurma adimi sirasinda sivi formiilasyon, buz g¢ekirdeklenmeye baslayana kadar
sogutulur ve bunu buz biiyiimesi takip eder. Bu, suyun cogunun camst ve/veya kristalli
¢ozlinen maddelerden olusan bir matristen buz kristallerine ayrilmasiyla sonuglanir
[85].

Ideal olarak dondurma, ¢oziinen madde konsantrasyon etkilerini en aza indirmelidir.
Ancak cozeltiler veya siispansiyonlar donduruldugunda bu ideale ulasmak miimkiin
olmayabilir. Sulu ¢ozeltilerin veya siispansiyonlarin dondurulmasi ele alinirken,
formiilasyonda hem ¢oziiciinlin (sulu ¢ozeltiler durumunda su) hem de ¢oziinenlerin
ozelliklerinin dikkate alinmasina ihtiyag¢ vardir [79].

Siklikla sogutma ve dondurma terimleri hatali bir sekilde birbirinin yerine
kullanildiginda siirecin anlagilmasin1 karmasik hale getirmektedir. Sogutma,
dondurarak kurutucu raflarinin, raflar arasinda dolasan sivinin, sise ve tepsi kiitlesinin,
dondurarak kurutucunun i¢ kisminin ve dagitilan ¢ozelti veya siispansiyonun
sicakliginin azaltilmas: anlamina gelmektedir. Sogutma, sividan katiya bir hal
degisimini ifade etmemektedir. Donma ise suyun buz haline ani faz degisimini ifade
eder [79].

Cozeltiler veya siispansiyonlar donduruldugunda, buz olusumundan o6nce dlgiilen
donma noktalarinin énemli Ol¢lide altina soguyabilirler; bu, asir1 sogutma olarak
tanimlanan bir olgudur. Asir1 sogutmanin kapsami sogutma hizina, numune bilesimine
ve temizligine, dagitilan dolum hacmine, kap tipine, numune sogutma yontemine vb.
baghdir. Asirt sogutulmus durumda, c¢ozeltinin bilesimi degismeden kalirken,
sogutulmus sivi termodinamik olarak kararsizdir ve buz olusumuna kars1 hassastir.
Cozelti daha diisiik sicakliklara sogutulduk¢a buzun kristallesme olasiligi da buna
baglh olarak artacaktir. Optimize edilmis dondurarak kurutma i¢in amag¢, numune
igerigi boyunca esit sogutma ve donmay1 tesvik etmek i¢in siispansiyonda asiri

sogutmay1 tesvik etmek olmalidir [79]. Hizli soguma kiiciik buz kristallerinin
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olusmasiyla sonuglanir ve bu kristaller mikroskobik olarak ne kadar yogun ise, yapiy1
korumada o kadar faydalidir.

Dondurma asamasmin ideal olabilmesi i¢in, hem ¢oziicii suyun hem c¢oziinen
maddenin tamamen kristallesmesi gerekmektedir. Kristalizasyon, kurutulan {iriiniin
mikro yapisin1 olusturmaktadir. Bunun i¢in {iriiniin donma derecesine ulasilmasi
gerekmektedir ve bu da kimyasal yapisina bagli olmaktadir. Dondurma islemi ne
kadar basarili gerceklesirse o kadar iyi kurutulmus iiriin elde edilmektedir. Bu sebeple

bu asamada dikkatli olunmalidir [84].

2.6.3.2. Primer kurutma
Suyun ¢ hali (buz, sivi ve buhar) {i¢lii noktada bir arada bulunur ve atmosfer alti

basinglarda buzun siiblimlesmeyle dogrudan buhara doniisebilecegini gosterir.
Dondurulmus bir numuneden buz siiblimasyonu, ¢dziinen maddelerin orijinal ¢ozelti
veya slispansiyonda oldugu gibi mekansal olarak diizenlendigi acik, gézenekli, kuru
bir yapiyla sonuglanir. Kurutma ilerledik¢e bilesenlerin yogunlastigi buharlasmanin
aksine, vakum altinda siiblimlestirme, konsantrasyon etkilerini en aza indirerek aktif
ve kolayca ¢oziinebilen kuru bir iiriin saglar [79].

Cozeltiyi dondurduktan sonraki adim siiblimlestirme yoluyla numuneyi kurutmaktir.
Liyofilizasyon kosullarini korumak i¢in kismi basincin diisiiriilmesi 6nemlidir. Buzun
dogrudan su buharina doniismesini saglamak ve numunenin erimesini onlemek icin
suyun ii¢lii noktanin altinda siiblimlestirilmesi gereklidir (0 °C'de yaklasik 800 mBar).
Vakum {iriiniin {izerindeki hava konsantrasyonunu azaltarak siiblimlesmenin tesvik
edilmesini ve sisteme sizan havanin uzaklastirilmasini saglar [79].

Primer kurutma, kurutma dongiisiiniin ilk adimini olusturur. Bu adimin amaci,
liyofilize edilecek iiriine zarar vermeden bagil nemi uzaklastirmaktir. Primer
kurutmada, dondurma basamaginda olusan kristal buz, sliblimlesme yoluyla
uzaklastirilir. Bu nedenle, bélme basinci buzun buhar basincinin ¢ok altina diistiriliir
ve raf sicakligi, buz siiblimasyonuyla uzaklastirilan 1s1y1 saglamak icin yiikseltilir.
Primer kurutma sirasinda numune sicakligi, kurutma sirasinda numune hasarini en aza
indirmek i¢in uygun sekilde 6tektik, cam gegis, ¢okme veya erime sicakliinin altinda
tutulmalidir. Bu asamada numunenin nemininin yaklasik %70 ila 95'ini olusturan buz
su buharina doniisiir. Stiblimlestirme verimli bir islemdir, ancak primer kurutmanin
uzunlugu numune formiilasyonuna, kek derinligi gibi parametrelere bagli olarak

degisecektir. Primer kurutma sirasinda numune, kurutma ilerledikge numunenin
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yiizeyinden tabana dogru uzaklasan ayri bir sinirda (siiblimasyon arayiizii) kurur [79].

Primer kurutma sonucunda {iriin kek goriiniimiinii alir [86].

2.6.3.3. Sekonder kurutma
Sekonder kurutma, goriiniirde kuru yapiya adsorbe edilen yerlesik nemin desorpsiyon

yoluyla uzaklastirildig ikinci bir kurutma asamasidir. Sekonder kurutmanin amaci,
primer kurutma sonrasi iiriiniin dayanikliligini ve dmriinii artirmak amaciyla tirtindeki
bagil nemi en aza indirmektir [87]. Primer kurutmanin tamamlanmasindan sonra, iiriin
hala yaklasitk %15-20 oraninda donmamis su igerebilir; bu sekonder kurutma
asamasinda, genellikle yiiksek sicaklikta ve diisiik basingta desorbe edilir ve sonugta
istenen diisiik nem iceriginin elde edilmesine olanak saglanir [88]. Desorpsiyon,
haznede yiiksek vakum kosullar1 kullanilarak raf sicakliginin arttirilmasi ve bdylece
sistem buhar basincinin veya bagil nemin azaltilmasiyla kolaylastirilir. Tersine, raf
sicakligl distiigiinde ve yogunlastiricinin 1sitilmasiyla sistemdeki buhar basinci
arttiginda, kurutulan numuneler nemi yeniden emecek ve nem igeriginde bir artis
sergileyecektir. Yiiksek buhar akis hizlariyla iliskili dinamik bir slire¢ olan primer
kurutmanin aksine, sekonder kurutma ¢ok daha az verimlidir. Sekonder kurutma stiresi
toplam islem siiresinin yaklasik %20-40'in1 olusturur ve yalnizca numunenin toplam
neminin %5-10'unu ortadan kaldirir [79].

Genel olarak liyofilizasyon, ¢ok zaman ve enerji isteyen bir islemdir. Donma
genellikle saatler i¢inde tamamlanirken, kurutma genellikle giinler alir. Ancak
kurutma asamasinda sekonder kurutma, primer kurutmaya kiyasla daha kisadir. Bu
nedenle, liyofilizasyon dongiisii gelisimi tipik olarak primer kurutma adimini optimize
etmeye, yani lrlin kalitesini etkilemeden raf sicakligimi ve/veya bdlme basincini

ayarlayarak primer kurutma siiresini kisaltmaya odaklanmistir (Sekil 2.8) [89].

2.7. Liyoprotektan ve Kriyoprotektan Maddeler

Liyofilizasyon, sulu bir nanopartikiil siispansiyonunu dondurarak, primer ve sekonder
kurutma yoluyla amorf kristalli bir katiya doniistiiren bir islemdir. Bu islemler
nanopartikiiller tizerinde mekanik stres olusturup agregasyona neden olarak
nanopartikiil stabilitesini azaltir [90]. Liyoprotektanlar, Sekil 2.9'da gosterildigi gibi
nanopartikiillere fiziksel ve kimyasal stabilite saglamak icin liyofilizasyondan dnce

yalnizca sulu siispansiyona eklenen inert eksipiyanlardir [91]. Donma ve kurutma
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adimlar1 sirasinda mekanik stresi azaltarak nanopartikiillerin stabilitesini artirirlar

[92].

Birincil kurutma Ikincil Kurutma
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Sekil 2.8: Liyofilizasyon islemi sirasinda liyofilizasyon basamaklari ile iiriin

arasindaki sicaklik ve basing iliskisi [83, 84]

Hacim artirict maddeler (mannitol, glisin, stikroz), tamponlar (Tris HCL, histidin ve
fosfat), yapt degistiriciler, tonisite ayarlayicilar (tuzlar), stabilizatorler (glikoz,
dekstran, siikroz, trehaloz, laktoz, mannitol ve alanin) ve ¢okiis inhibitorleri (glikoz,
dekstran, maltoz, maltotrioz, maltopentoz ve maltoheptoz), dondurarak kurutma
isleminde liyoprotektan ve kriyoprotektan olarak en yaygin kullanilan inert
eksipiyanlardir. Liyoprotektanlar ayn1 zamanda kriyoprotektan olarak da gorev yapar
veya bunun tersi de gegerlidir. Liyoprotektanlar olarak yaygin olarak kullanilan
yardime1 maddelerin ayrintilart Tablo 2.3 ‘te gosterilmistir.

Kriyoprotektanlar, biyolojik dokulari ve hiicreleri donma hasarindan koruyan
maddelerdir. Kriyoprotektan maddeler olmadan hiicrelerin  0°C'nin  altindaki
sicakliklara maruz birakilmasi onlar i¢in 6liimciildiir. Su, doku kiitlesinin yaklasik %
80'in1 olusturdugundan, hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 olarak suyun donmasi,
hiicrede zararl biyokimyasal etkiler ve yapisal degisikliklere sebep olmaktadir [93].
Sekil 2.10°da belirtildigi lizere kriyoprotektanlar hiicre i¢i ve hiicre dis1 olmak iizere
iki gruba ayrilmaktadir. Hiicre i¢i kriyoprotektanlar, hiicre i¢i proteinleri stabilize
ederler ve donma sicakligini diisiirerek buz olusumunu azaltir veya tamamen ortadan
kaldirirlar. Aym1 zamanda konsantre hale gelen hiicre ici ve hiicre dis1 elektrolitlerin

etkisine bagl olarak osmotik hasar1 azaltirlar. Bu kriyoprotektanlar, biyolojik
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membranlar1 kolayca gecebilmeli ve ideal olarak minimal toksik olmalidirlar [93].
Hiicre dis1 kriyoprotektanlar ise hiicre i¢ine niifuz etmezler ve bu nedenle koruyucu
etkilerini hiicre disinda gerceklestirirler. Daha biiyiiktiirler ve polimerler, dimerler
veya trimerler olarak kovalent olarak baglanirlar. Hiicre disindaki donmamis suyun
oranini azaltirlar ve faz gegislerini ve hidrasyon durumunu degistirmek amaciyla
membran lipitleri ve proteinleriyle etkilesime girerler. Ayrica kriyoprotektan
eklenmesi veya uzaklastirilmasi sirasinda hiicrenin sismesini engellemek amaciyla

osmotik tampon olarak gorev yaparlar [94].

Liyoprotektansiz Dondurup Kurutma

Liyoprotektan ile Dondurup Kurutma

-.-.“-’ .
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Sekil 2.9: Nanopartikiillerin stabilizasyonu i¢in liyoprotektan kullanimi [95]
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Tablo 2.3: Liyoprotektan olarak kullanilan baz1 maddeler [95]

Liyoprotektanlar Molekiil agirhig: Optimum Cam gegcis Fonksiyonlar
(g/mol veya kDa) liyoprotektan sicakhigr (Tg,
konsantrasyonu °C)

(% w/w veya

mM)
Dolum maddeleri
Glisin 75.07 10 —70 ila =90 Ozellikle
Hidroksietil nisasta 670 12.5 44 dondurularak
Laktoz 3423 =2 101 kurutulacak
Mannitol 182.18 6 13 Uriin
Siikroz 342.3 25 —46 konsantrasyonu
Trehaloz 378.33 20 106 ¢ok diisiik
goruntiyorsa,
formiilasyona
hacim
kazandirirlar.
Tamponlar
Sitrat 192.12 NA 105 Dondurma
Histidin 155.15 3.5 -32 sirasinda pH
Fosfat 94.97 20 NA degisikliklerini
Tris HCI 121.14 NA -81 ayarlar ve
korurlar.
Stabilizatorler
Alanin 89.09 1-5 —-10ila 35 Dondurarak
Dekstran 40-70 2 68.2 kurutma iglemi
Gliserol 92.09 NA NA sirasinda
Polietilen glikol 400 380420 25-35 —63 donma ve
Polivinil pirolidon NA 7.5 NA kuruma
Sodyum Klorit 58.44 5M NA streslerine kars1
koruma saglar.
Tonisite ayarlayicilar
Glisin
Gliserol 75.07 10 ~70 ila =90 Ozmotik
Mannitol 92.09 NA NA basinci kontrol
Siikroz 182.18 6 13 ederken
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Sodyum klorit 3423 2.5 —46 izotonik bir
58.44 5M NA soliisyon

uretirler.

Hicre igi Hucre disl
= Gliserol = Siikroz
S  S—
C— —
Dim(e;ill\;iélg;:)ksit = Trehaloz
S S——
= Etilen glikol = Raffinoz
— —
E— CE—
== Propilen glikol L:I;:(()eiliifi
S—

Sekil 2.10: Kriyoprotektanlarin siniflandirilmasi
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3. GEREC ve YONTEM

Deneyler, Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali Ar-Ge Laboratuvar1 ve Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkezi Rutin Biyokimya Laboratuvari’nda Haziran 2023- Haziran 2024
tarihleri arasinda ylriitilmiistiir. Calisma, 12.05.2023 tarihli E.107226 sayili
Bezmialem Vakif Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu izni ile
gerceklestirilmistir. Bu tez, Bezmialem Vakif Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Komisyonu Baskanligi tarafindan 20230612 nolu proje ile desteklenmistir.

3.1. Gerecler

3.1.1. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Tablo 3.1’de listelenmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan kimyasallar ve markalari

Tris baz (NH2C(CH20H)3)
Tris HCl (NH2C(CH20H)3 - HCI)

Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat (NADP)

Magnezyum Siilfat

Bovin serum albiimini

Triton-X 100

Sodyum Azid

Glukoz 6 Fosfat (G6P)

Glukoz 6 Fosfat Dehidrojenaz Enzimi (G6PD)
Leuconostoc mesenteroides

Glukoz 6 Fosfat Dehidrojenaz Enzimi (G6PD)
Glisin

Sodyum Hidroksid (NaOH)

Hidroklorik Asit (HCI)

-merkaptoetanol

EDTA (Etilendiamintetraasetik asit)
Ditiyotreitol (DTT)

Glutatyon (reduced)

Glutatyon (oxidized)

N-Asetil Sistein (NAC)
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Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Sorachim, Isvicre

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya



L-Sistein HCI

Sodyum Kloriir (NaCl)

Siikroz

Potasyum Kloriir (KCI)

Sodyum Fosfat Dibazik (Na;HPO4)

Potasyum Fosfat Monobazik (KH2PO4)

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

CPDA (Sitrat Fosfat Dekstroz Adenin) Solution = Sigma-Aldrich, Almanya

Gliserol

Penisilin streptomisin

3.1.2. Cihazlar

Sigma-Aldrich, Almanya

Capricorn, Almanya

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3.2’de listelenmistir.

Tablo 3.2: Kullanilan cihazlar ve markalari

Otomatik pipetler

Distile su cihazi

Ultra saf su cihazi

Hassas terazi

Santrifiij

Vorteks

Buzdolabi (+4°C)

Derin dondurucu (-20°C, -80°C)
pH metre

Manyetik 1siticili karistirict

Otomatize klinik kimya analizorii
Tam Kan Sayim Cihaz1

Inkiibator

Liyofilizator

3.1.3. Sarf Malzemeler

CAPP, Almanya; Eppendorf, Almanya
Millipore Co., ABD

Sartarius Stedim Biotech, Almanya
Daihan, Kore

Beckman Coulter, ABD

Stuart, Ingiltere

Beko, Tiirkiye

Ugur, Tiirkiye; Haier, Cin

Milwaukee, Mi 151, ABD

Stuart, Ingiltere

Siemens Atellica® CH 930 analyzer,
Almanya

Sysmex XN1000, Almanya

Niive, Tiirkiye

Freezone 2,5 Plus 1007871, Labconco,
ABD

Calismada kullanilan kimyasallar Tablo 3.3’te listelenmistir.

32



Tablo 3.3: Kullanilan sarf malzemeler ve markalari

Ependorf tiip 2 ml Isolab, Almanya
Falkon tiip 15 ml Isolab, Almanya
Falkon tiip 50 ml Isolab, Almanya
Pipet ucu 5ml Isolab, Almanya
Pipet ucu 1000 pl Isolab, Almanya
Pipet ucu 200 pl Isolab, Almanya
Pipet ucu 10 pl Isolab, Almanya
ACD (Acid Citrate Dextrose) BD Vacutainer®, ABD
CPDA (Citrate Phosphate Dextrose Greiner Bio-One
Adenin) VACUETTE®,Avusturya
EDTA Vacusera, Tiirkiye
Heparin Vacusera, Tlirkiye
Sitrat Vacusera, Tiirkiye

3.2. Yontem

3.2.1. Likit tam kan kontrol materyali hazirlanmasi

3.2.1.1. Numunelerin toplanmasi

Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde cesitli
polikliniklere basvuran hastalardan alinan anamnez ve fizik muayene dogrultusunda
doktorlar1 tarafindan istenen parametreler Tibbi Biyokimya laboratuvarinda
calisilmaktadir. Hastanemizin kan alma biriminde ¢alismamiz i¢in goniillii olan, dahil
olma ve dislama kriterlerini karsilayan hastalardan kan alinarak uygun olan numuneler
calismamiza dahil edildi. Calismamizin dahil olma ve diglama Kriterleri Tablo 3.4’te
belirtildi. Calismaya dahil edilen her hastadan ACD, CPDA, EDTA, Heparin ve

Sitrat’l1 tliplere alinan kanlar santrifiij edilmedi ve tam kan seklinde ¢alisildi.

3.2.1.2. Numune hazirhg ve takibi
Ayni hastadan alinan 5 farkh tiip bir deney seti olarak kabul edildi. Antibiyotiksiz ve

sirayla 5 pl/ml, 10 pl/ml, 25 pl/ml konsantrasyonlarinda iginde penisilin ve
streptomisin bulunan antibiyotik sollisyonundan ilave edilerek 4 deney seti

olusturuldu. Bu sekilde hazirlanmis 4 deney seti 45 °C’ye ayarlanmig inkiibatdrde 24
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saat inkiibe edilerek 0, 3, 6, 9 ve 24. saatlerde aktivite dl¢limleri yapildi. Hazirlanan
baska 4 deney seti ise 4°C kosullarinda saklands. Ilk ay her hafta, ikinci ay iki haftada

bir, sonra ayda bir olmak iizere 6 aylik takipleri tamamlandi.

Tablo 3.4: Dahil olma ve dislama kriterleri

-Calismaya goniillii olan hastalar -Calismaya goniillii olmayan hastalar

-18-65 yas arasi, kadin veya erkek hasta -Gebe ve emziren hastalar

numuneleri -HBs antijeni, anti-HCV antikoru ve anti-HIV
antikoru  dahil  enfeksiyoz  belirtecleri
POZITIF olan numuneler
-Numunede bakteri, mantar tiremesi olmasi
-Hemolizli, lipemik ve ikterik numuneler
-Pihtili numuneler
-Tiplere  uygun seviyede alinmamis

numuneler (Yetersiz numune)

3.2.2. Likit enzim kontrol materyali hazirlanmasi

3.2.2.1. Hazirlanan tamponlar ve kokteyller
Deney basamaklarinda kullanilan tampon ve kokteyllerin hazirlanis sekilleri asagidaki

gibidir:
Glisin Tamponu: 80 ml distile su 100 ml balon jojeye konuldu. Igine SmM Glisin

tartilarak eklendi. Hacmi distile su ile 100 m1’ye tamamlandi (pH:8.24).
Glisin-Tris Tamponu: 80 ml distile su 100 ml balon jojeye konuldu. igine 25 mM

Tris-baz ve 192 mM Glisin tartilarak eklendi. Hacmi distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi (pH:8.70).

Glisin-NaOH Tamponu: 80 ml distile su 100 ml balon jojeye konuldu. I¢ine 0.08 M
Glisin ve 0.05125 M NaOH tartilarak eklendi. Hacmi distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi (pH: 10.34).
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Tris Tamponu: 80 ml distile su 100 ml balon jojeye konuldu. I¢ine 50 mM Tris-baz

ve 50 mM Tris-HCl tartilarak eklendi. Hacmi distile su ile 100 m1’ye tamamlandi (pH:
8.4)

Kokteyl 1: 5 mM N- Asetil sistein, 5 mM L-Sistein HCI, 5 mM B merkaptoetanol
hazirlanan tamponlar ve distile su i¢inde ¢oziilerek toplam hacim 4 ml’ye tamamlandi.
Kokteyl 2: %1 Albumin, 3mM NADP, 5 mM B merkaptoetanol hazirlanan tamponlar
ve distile su i¢inde ¢oziilerek toplam hacim 4 ml’ye tamamlanda.

Kokteyl 3: 1 mM EDTA, 5 mM B merkaptoetanol, 5 mM DTT hazirlanan tamponlar
ve distile su i¢inde ¢oziilerek toplam hacim 4 ml’ye tamamlandi.

Kokteyl 4: 1 mM EDTA, 5 mM B merkaptoetanol, 5 mM DTT, 5 mM Glutatyon
(reduced) hazirlanan tamponlar ve distile su i¢inde ¢oziilerek toplam hacim 4 ml’ye
tamamlandi.

Kokteyl 5: 1 mM EDTA, 5 mM B merkaptoetanol, 5 mM DTT, 5 mM Glutatyon
(oxidized) hazirlanan tamponlar ve distile su iginde ¢oziilerek toplam hacim 4 ml’ye

tamamlandi.

3.2.2.2. pH ¢alismasi
Deney basamaklarinda hazirlanan gesitli tamponlar ve distile su ile hazirlanan

kokteyllerin dlgiilen pH degerleri asagidaki gibidir:

Tablo 3.5: Cesitli tamponlar ve distile su ile hazirlanmis olan kokteyllerin pH 6lgiim
sonuglar1

(Glisin Tamponu) (Glisin-Tris Tamponu) (Glisin-NaOH Tamponu)

Kokteyl 1- 2.58 Kokteyl 1- 7.94 Kokteyl 1- 9.46
Kokteyl 2- 5.82 Kokteyl 2- 8.19 Kokteyl 2- 9.76
Kokteyl 3- 5.82 Kokteyl 3- 8.42 Kokteyl 3- 9.79
Kokteyl 4- 3.29 Kokteyl 4- 8.33 Kokteyl 4- 9.48
Kokteyl 5- 3.13 Kokteyl 5- 7.92 Kokteyl 5- 9.26
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(TrisTamponu)
Kokteyl 1- 8.01
Kokteyl 2- 8.06
Kokteyl 3- 8.12
Kokteyl 4- 8.04
Kokteyl 5- 7.85

(Distile su)
Kokteyl 1- 2.48
Kokteyl 2- 4.93
Kokteyl 3- 5.23
Kokteyl 4- 3.32
Kokteyl 5- 3.15

3.2.2.3. Deney siireci
Yapilan 6n g¢alismalarda kullanmakta oldugumuz likit enzim kontrol materyalinin

farkli merkezlere transferi sirasinda aktivite kaybina ugradig: tespit edildi. Bunun
sebebini belirlemek i¢in fiziksel etki ve sicaklik ihtimalleri iizerinden 6n deneyler
yapildi. Fiziksel etki, vorteksleme ve calkalama ile test edildi. Sicaklik i¢in ise likit
enzim kontrol materyali farkli derecelerde 9 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Yapilan
deneylerde enzimin 6n planda sicaklik degisiminden etkilendigi belirlendi (Sekil 3.1).
Bu sebeple deneylerde hazirlanan cesitli likit enzim kontrol materyalleri belirlenen

sicaklikta inkiibasyona tabi tutuldu.

Fiziksel Etki 42 C

\‘3\@

o o

30SN VORTEKS 30SN CALKALAMA 30SN CALKALAMA 0.SAAT 3.SAAT 6.SAAT 9.SAAT

0] =28 - |70 =40

Sekil 3.1: Fiziksel etki 6n deney sonug grafigi (solda), sicaklik 6n deney sonug
grafigi (sagda)

Ticari olarak satin alinan farkli markalarda (Sigma ve Sorachim) liyofilize enzimler,

siire¢ icinde tasarlanan farkli ¢ozeltilerde ¢oziilerek kullanildi. Deney Oncesinde
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coziildiikten sonra diliisyonla aktivitesi yaklasik 200 U/dL’ye getirildi. Her deney
setine distile suda ¢oziilmiis enzim kontrol olarak dahil edildi. Tasarlanan her deney
asamasinda deney setleri 45°C’de 24 saatlik inkiibasyona tabi tutularak aktivite
Olctimleri 0, 3, 6, 9 ve 24. saatlerde gerceklestirildi. Hazirlanan ayni deney setlerinden
2 ml alikotlanarak +4 °C saklama kosullar1 altinda takip edildi. Ilk ay her hafta, ikinci
ay iki haftada bir, sonra ayda bir olmak tizere 6 aylik aktivite ol¢iim takipleri
tamamlandi.

Ik deney asamasinda Glisin, Glisin-Tris, Glisin-NaOH ve Tris tamponlarinda
enzimler ¢oziilerek deney asamalar1 gergeklestirildi. Daha sonra enzimin kofaktorii
olan NADP, siirfaktan olarak albumin, siilfidril gruplarina karsi koruma saglayan
glutatyon, B-merkaptoetanol, ditiyothreitol, NAC, L-Sistein HCI, EDTA gibi kimyasal
maddeler farkli konsantrasyonlarda eklenerek deney asamalar1 gergeklestirildi. On
plana ¢ikan kimyasal maddelerle 5 adet kokteyl olusturularak deney asamalari
tekrarlandi. Tablo 3.6’da deney asamalarinda ¢alisilan kimyasallar ve kombinasyonlar

listelendi.

3.2.2.4. Laboratuvarlar arasi calisma
Laboratuvarlar arasi stabilizasyon ¢alismasi i¢in Gaziantep ve Ankara’da bulunan iki

laboratuvar belirlendi. Her deney setinden +4 °C’ye alikotlanarak 6 aylik takipleri
tamamlanan materyallerden hangi kombinasyonlarin ¢alismaya dahil edilecegine karar
verildi. 12 farkli kombinasyondan G6PD aktivitesi 200 U/dL ve 50 U/dL olan iki
seviye kontrol hazirlandi. Hazirlanan kontroller 1’den 24’e¢ kadar kodlandi ve
igeriklerine kodlama igerisinde yer verilmedi. Gonderilmeden 6nce 5 farkli sekonder
tiipe Iml olmak iizere alikotlandi. 1 sekonder tiip Bezmialem’de kalmak {izere her
seviyeden 2’ser adet belirlenen merkezlere kargolandi. Merkezlere ulasan sekonder
tiiplerden birer tanesi merkezimize geri yollandi. Sonrasinda es zamanli olmak tizere
G6PD aktivite takiplerine baslandi. 11k ay haftada bir, 2.ay 2 haftada bir olmak iizere

Olctimler yapilarak takipler 2 aya tamamlandi.
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Tablo 3.6: Deney asamalarinda calisilan kombinasyonlar

| Dsu (Sigma ve Sorachim) )
* Albumin (%0.1, %1,%3)
+1lmM EDTA, 5mM p-merkaptoetanol, ImM EDTA+ B-merkaptoetanol
*NADP (1.3.5 mM)
* ImM NADP+ %0.1 Albumin, 3mM NADP+%1 Albumin, 5SmM NADP+ %3 Albumin
*DTT (3,5,7 mM)
+Glutatyon (3,5,7 mM)
*Kokteyller

Glisin (Sigma ve Sorachim) |
* Albumin (%0.1, %1,%3)

+ 1lmM EDTA, 5mM p-merkaptoetanol, ImM EDTA+ p-merkaptoetanol

*NADP (1.3.5 mM)

* lmM NADP+ %0.1 Albumin, 3mM NADP+%]1 Albumin, SmM NADP+ %3 Albumin
*DTT (3,5,7 mM)

+Glutatyon (3,5,7 mM)

*Kokteyller

Glisin-Tris (Sigma ve Sorachim) |
« Albumin (%0.1, %1,%3)

+ 1mM EDTA, 5mM [-merkaptoetanol, ImM EDTA+ (-merkaptoetanol

*NADP (1.3.5mM)

* LlmM NADP+ %0.1 Albumin, 3mM NADP+%]1 Albumin, SmM NADP+ %3 Albumin
«DTT (3.,5,7mM)

*Glutatyon (3,5,7 mM)

+Kokteyller

—{__Glisin-NaOH (Sigma ve Sorachim) ]
« Albumin (%0.1, %1.%3)

* lmM EDTA, 5mM [-merkaptoetanol, lmM EDTA+ p-merkaptoetanol
*NADP (1.3.5 mM)

* lmM NADP+ %0.1 Albumin, 3mM NADP+%]1 Albumin, SmM NADP+ %3 Albumin
«DTT (3.5.7mM)

+Glutatyon (3,5,7 mM)

+Kokteyller

Tris (Sigma ve Sorachim) |

+ 1lmM EDTA, 5mM p-merkaptoetanol, ImM EDTA+ p-merkaptoetanol

« Albumin (%0.1, %1,%3) Albumin (%0.1, %1.%3)

« IlmM EDTA, 5mM p-merkaptoetanol, 1mM EDTA+ p-merkaptoetanol

* NADP (1,3,5 mM)

+ ImM NADP+ %0.1 Albumin, 3mM NADP+%]1 Albumin, 5SmM NADP+ %3 Albumin
« DTT (3.5.7mM)

* Glutatyon (3.5,7 mM)

+ Kokteyller

3.2.3. Liyofilize kontrol materyali hazirlanmasi

3.2.3.1. Hazirlanan tamponlar ve c¢ozeltiler

Hemolizat hazirlama asamasinda kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin hazirlanma
sekilleri agagidaki gibidir:

%00.9 NaCl : 9 gr NaCl tartilarak distile suyla total hacmi 1000 ml’ye tamamlandi.
%S Siikroz: 5 gr siikroz tartilarak distile suyla total hacmi 100 ml’ye tamamlandi

(pH:9.54).
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PBS: 500 ml distile su i¢ine 8 gr NaCl, 0.2 gr KCI, 1.44 gr NaoHPO4,0.24 gr KH2PO4
tartilarak ¢oziildii ve total hacim 1000 ml’ye tamamlandi ( pH:7.68).
Tris Tamponu: 50 mM Tris-HCI ve 50 mM Tris baz tartilarak 100 ml distile su i¢inde

¢Oziildii ve total hacim 250 ml’ye tamamland1 (pH: 8.49).
Stabilize edici soliisyon: 2.7 mM EDTA hesaplanarak tartildi ve 125 ml distile su ile
karigtirlldi. EDTA ¢oziiliinceye kadar damla damla 25 mM NaOH eklenerek

karistirildi. pH 7’ye ayarlandiktan sonra 0.7 mM 3 merkaptoetanol ilave edildi ve total

voliim 250 ml’ye tamamlandi.

3.2.3.2. Tam kan havuzu hazirlanmasi
Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne basvuran

ve hekimlerin anamnez, fizik muayeneleri dogrultusunda istenen hemogram testleri
i¢in hastalardan EDTA’I1 tiiplere kan alinmaktadir. Calisildiktan 24 saat sonra ise tibbi
atik hiikmiinde olmaktadir. Bu kanlardan hemolizat olusturmak i¢in tam kan havuzu
olusturuldu ve G6PD enzim aktivitesine bakilarak deney basamaklarina devam edildi.
Hastalarin seroloji sonuglarina ise hastane bilgi yonetim sisteminden bakilarak negatif
olanlar ¢aligmaya dahil edildi. Hastanemizin Kan Merkezi’nde gelen hastalardan
flebotomi yapilarak CPDA’l1 torbalara alinan kanlar tibbi atik hiikmiinde olmaktadir.
Bu kanlardan da ayni sekilde tam kan havuzu olusturularak aktivitesine bakildiktan

sonra deney basamaklarina devam edildi.

3.2.3.3. Hemolizat olusturulmasi
Hazirlanan tam kan havuzlar1 1000 RCF’de, 4°C 'de 10 dakika santrifiij edilerek beyaz

kan hiicreleri ve plazmadan armndirildi. Geride kalan eritrosit hiicreleri 1000 RCF,
4°C'de 10 dakika santrifiijleme yoluyla ii¢ kez soguk %0.9 salin soliisyonu ile yikandi.
Distile su, PBS, siikroz, tris tamponu, stabilize edici soliisyon ve CPDA ile 1/2, 1/3,
1/5, 1/10, 1/20 diliisyonlarinda 10 dk elle ¢alkalama veya vorteksleme yoluyla
eritrositler parcalanarak hemolizatlar olusturuldu.

Bazi deney setlerine %1 gliserol, %3 gliserol, %1 albumin, 5 mM glisin ve
kombinasyonlar1 eklendi. Bezmialem ve TUBITAK’ta son deney asamalarinda
calisilan igerik listesi Tablo 3.7°de verildi. Ornegin; Siikroz 1/3-%1 Albumin+% 1
Gliserol, siikroz ¢ozeltisinde 1/3 diliisyonda hazirlanan hemolizata %1 Albumin ve %1
Gliserol eklendigini ifade etmektedir. Sonrasinda hazirlanan hemolizatlar
liyofilizasyon siselerine 2 ml olacak sekilde porsiyonlandi ve kapaklar1 hafifce acik

kalacak sekilde yerlestirilerek liyofilizasyonun dondurma agamasi baslatildi.
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Tablo 3.7: Bezmialem ve TUBITAK ’ta liyofilizayon asamasinda calisiimak {izere

hazirlanan hemolizat igerik listesi

EDTA’l tam kan havuzundan hazirlananlar

CPDA’l1 tam kan havuzundan hazirlananlar

(EDTA stok)

Stikroz 1/2

Stikroz 1/5

Siikroz 1/10

Siikroz 1/20

Siikroz 1/3- %1 Albumin+% 1 Gliserol
Siikroz 1/10- %1 Albumin+% 1 Gliserol
Siikroz 1/3- %1 Albumin+%3 Gliserol
Siikroz 1/10- %1 Albumin+%3 Gliserol
Siikroz 1/3- %1Albumin+ 5mM Glisin
Siikroz 1/10- %1Albumin+ 5mM Glisin
PBS 1/2

PBS 1/5

PBS 1/10

PBS 1/20

PBS 1/3- %1 Albumin+%1 Gliserol
PBS 1/10- %1 Albumin+%?1 Gliserol
PBS 1/3- %1 Albumin+%3 Gliserol
PBS 1/10- %1 Albumin+%3 Gliserol
PBS 1/3- %1Albumin+5mM Glisin
PBS 1/10- %1Albumin+5mM Glisin

3.2.3.4. Liyofilizasyon asamasi

(CPDA stok)

CPDA 1/3

CPDA 1/10

CPDA 1/20

CPDA 1/3- %1 Albumin+%1 Gliserol
CPDA 1/10- %1 Albumin+%1 Gliserol
CPDA 1/3- %1 Albumin+%3 Gliserol
CPDA 1/10- %1 Albumin+%3 Gliserol
CPDA 1/3-%1 Albumin+ 5mM Glisin
CPDA 1/10-%1 Albumin+ 5mM Glisin
CPDA 1/3- %1 Gliserol+5mM Gilisin
CPDA 1/10- %1 Gliserol+5mM Glisin

Donma dongiisii, primer kurutma ve sekonder kurutma basamaklarindan olusan
liyofilizasyon islemi, hem Bezmialem Vakif Universitesi Tibbi Biyokimya Ar-Ge
laboratuvar1 hem de TUBITAK Ulusal Metroloji Enstitiisii'nde gergeklestirildi.
Bezmialem’de kullandigimiz liyofilizatdrde kurutma asamalarinda sicaklik degisikligi
yapabildigimiz ve siireci yakindan takip edebildigimiz bir sistem bulunmamaktaydi.
Bu sebeple TUBITAK UME’den hizmet alimi yapildi. Calistigimiz tiim hemolizat
igeriklerini bulunduran deney setleri hazirlandi. Dondurma, primer ve sekonder
kurutma agamalar1 i¢in revize edilen protokol cihazda programlanarak hemolizatlar

TUBITAK UME’de liyofilize edildi. Bezmialem Vakif Universitesi T1ibbi Biyokimya
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Ar-Ge laboratuvari’nda uygulanan liyofilizasyon prosediirii asagida Tablo 3.8’de
gosterildi. TUBITAK Ulusal Metroloji Enstitiisii'nde uygulanan liyofilizasyon
prosediirii ise asagida Tablo 3.9 ve Tablo 3.10°da gosterildi. Liyofilizasyon islemi

sonrasi, siselerin kapaklar1 kapatilarak materyaller ¢oziilene kadar -20 °C ve +4 °C

’ye kaldirildi.

Tablo 3.8: Bezmialem Vakif Universitesi Tibbi Biyokimya Ar-Ge laboratuvarinda

uygulanan liyofilizasyon prosediirii

Liyofilizasyon | Dondurma Primer Sekonder
Asamalan Kurutma Kurutma

Sicaklik (°C) -80 -83 -83 -83 -83
Basin¢ (mBar) 0.140 0.280 0.340 0.420
Siire (saat) 17 24 2 2 2

Tablo 3.9: TUBITAK Ulusal Metroloji Enstitiisii’nde uygulanan liyofilizasyon

prosediirti
Liyofilizasyon Dondurma Primer Kurutma Sekonder
Asamalan Kurutma
Sicaklik (°C) -30 * 28
Basin¢ (mBar) * 0.400
Siire (saat) 3 * 1

o

ile gosterilen primer kurutma asamalarinin ayrintilar1 Tablo 3.10°da verilmistir.

Tablo 3.10: TUBITAK Ulusal Metroloji Enstitiisii’nde uygulanan primer kurutma

asamasi
Sicakhk | -30 -25 -15 -5 0 10 20 25
(°C)
Basin¢ | 0.267 | 0.133 | 0.133 | 0.133 | 0.133 | 0.200 | 0.267 | 0.333
(mBar)
Siire 180 180 180 180 180 200 150 150
(dakika)
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3.2.3.5. Liyofilizasyon sonrasi takip asamasi
Liyofilize kontrol materyalleri kullanilmadan 6nce distile su, CPDA, siikroz, PBS, tris

tamponu ve stabilize edici soliisyonla ¢oziildii. Bu soliisyonlarla sulandirildiktan sonra
yarim saat oda sicaklifinda c¢oziilmesi beklendi. Aktivite dl¢ciimii yapildiktan sonra
¢oziilmiis kontrol materyalleri 4 °C'de muhafaza edildi. Bu materyallerin 1, 3 ve

7.giinlerde aktivite dl¢climii yapilarak bir haftalik stabilite degerlendirilmesi yapildi.

1000 RCF'de, 4°C 'de 1000 RCF, 4°C'de 10 Dsu, PBS, Tris, Sucrose,
10 dakika santrifij dakika santrifiijleme CPDA, Stabilize Edici
edilerek beyaz kan yoluyla iig kez %0.9 et Soliisyonla farkh

hiicreleri ve plazmadan salin solisyonu ile dilisyonlarda
arindirild. yikand. hemolizat hazirland.

Atik hikmindeki EDTA'l
tiplerden ve CPDA'l
torbadan 2 farkh tam
kan havuzu olusturuldu.

Liyofilizasyon- Oda sicaklhiginda farkl
Dondurma, Primer Liyofilizasyon sonrasi solisyonlarla 30dk
Kurutma (24 saat), .20 °C muhafaza bekletilerek ¢ézilen
Sekonder Kurutma edildi materyallerde aktivite

(6saat) takip edildi.

Sekil 3.2: Liyofilize kontrol materyali gelistirilmesinde gerceklestirilen deney
basamaklarinin sematik gdsterimi

3.2.4. G6PD aktivite olciim metodu
Universitemiz biinyesinde iirettigimiz Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz aktivite dl¢iim

Kiti, numune 6n hazirlik islemi olmaksizin tam kan orneklerinde ¢alisilabilmektedir.
Enzimin aktivitesi 340 nm’de NADPH’nin absorbans degisikliginin Sl¢iilmesi ile
hesaplanmaktadir (UV-spektrofotometrik enzim aktivite tayin testi). Bir internasyonel
tinite (IU), normal sartlar altinda 1 mikromol substrat1 1 dakikada katalizleyen enzim
miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Hasta enzim aktivitesi Hb degerine boliinerek 1U/g

Hb seklinde sonug verilmektedir.

3.2.5. statistiksel analiz
Her deney numunesi i¢in, bazal dl¢iim degerleri (zaman 0) ile segilen farkli zaman

noktalarindaki degerler arasindaki farkliliklar yiizde degisim (%PD) olarak, asagidaki
formiile gore hesaplandi:

%PD = [(tx - t0) / t0 ] x 100
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tx: bir analitin belirli bir x zaman noktasindaki konsantrasyonu

t0: bir analitin 0 zamanindaki konsantrasyonu

Daha sonra, her zaman noktas1 i¢in %PD'nin ortalamasi hesaplandi. Her zaman noktas1
ile 0 zamani arasinda izin verilen maksimum farklar, asagidaki denkleme gore Toplam
Degisim Limiti (TLC) temel alinarak tanimlanda:

TLC =+ V(1,65*CVa)? + (0,5*CVb)?

Bu formiildeki CVa, 6l¢tim prosediiriiniin son 6 aydaki analitik degiskenligidir. CVb
ise Avrupa Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi Federasyonu (EFLM) biyolojik
varyasyon veri tabanindan elde edilen birey i¢i biyolojik degiskenliktir.

Stabilite limiti (SL), %PD'nin TLC'ye esit oldugu depolama siiresi olarak belirlendi.
Son zaman noktasinda TLC’nin altinda ortalama %PD degeri sergileyen numuneler
i¢in incelenen son zaman noktast SL olarak belirlendi. Ortalama %PD’nin TLC nin
istlinde ¢ikan durumlarda SL, EFLM Preanalitik Calisma Grubu tavsiyeleri
dogrultusunda regresyon analizi yapilarak asagidaki sekilde belirlendi [96, 97]:
SL=TLC/p

Formiildeki B degeri her numune i¢in yapilan regresyon analizi sonucu olusturulan
kararsizlik denklemi egimidir.

Materyallerin 45°C deneylerinin 24.saat %PD degerleri ile +4°C deneylerinin 24.hafta
%PD degerleri arasindaki iligki Pearson korelasyon katsayisi ile incelendi.

[statistik analizler i¢in Microsoft Excel Analysis Toolpak uzantisi ve SPSS 26 (IBM
Corporation, ABD) kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. TLC Degerinin Hesaplanmasi

TLC degeri asagidaki formiille hesaplandi. Formiilde yer alan CVa degeri, kitin
performans kriterlerinin degerlendirildigi asamada hesaplanan %?2,97 degeri olarak
kabul edildi. CVb degeri icin Westgard biyolojik varyasyon veri tabanindan alinan
G6PD spot %7,3 ve G6PD eritrosit %32,8 degerleri kullanildi.

Likit enzim kontrol materyali i¢in TLC degerinin hesaplanmasi:

TLC =+ (1,65*CVa)? + (0,5*CVb)?

TLC =+ V(1,65%2,97)? + (0,5*7,3)?

TLC =+6,1

Likit tam kan ve liyofilize kontrol materyali i¢in TLC degerinin hesaplanmasi:

TLC =+ (1,65*CVa)? + (0,5*CVb)?

TLC =+ V(1,65%2,97)? + (0,5*32,8)?

TLC==+17,1

4.2. Likit Tam Kan Kontrol Materyali Deney Verilerinin Degerlendirilmesi

Likit enzim kontrol materyali i¢in ¢alisilan deney setlerinin 45°C stabilite ¢alisma
verileri Tablo 4.1°de ve 4°C stabilite ¢aligma verileri Tablo 4.2°de gosterildi. Sonuglar,
hesaplanan TLC degeri + 17,1 lizerinden degerlendirildi. Deney setlerinin dl¢iilen son
zaman noktasindaki %PD degerleri TLC degerinin iizerindeydi. Bu sebeple her
numune i¢in regresyon analizi yapilarak B degeri bulundu ve her birinin SL degeri
hesaplandi. 45°C stabilite calisma verileri degerlendirildiginde SL degerlerinin
heparin ve sitratli tliplerde daha uzun oldugu goriildii. Antibiyotigin ve farkl
konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi ve stabilitesine herhangi bir etkisinin olmadig1
tespit edildi. 45°C stabilite c¢aligmasimin deney siirecinde 6. saatte tiiplerde
makroskopik olarak hemoliz goriilmeye baslandi. Ayni zamanda heparin, sitrat, EDTA
tiiplerinde numunelerin kivaminda yogunlasma goriildii. 4 °C stabilite ¢alisma verileri
degerlendirildiginde ACD ve CPDA’l1 tiiplerin SL degerlerinin daha uzun oldugu ve
yaklasik 6-8 hafta arasinda stabil kaldigi gorildii. Antibiyotigin ve farkh
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konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi ve stabilitesine herhangi bir etkisinin olmadig1

tespit edildi.

Tablo 4.1: Likit tam kan kontrol materyali deneyinin 45 °C stabilite ¢alisma verileri

Igerik %PD degerleri B SL
3sa 6sa 9sa 24sa degeri (saat)

ACD1-Abysiz -26,8 -45,2 -50,3 -73,9 -3.7 4,7
CPDA1-Abysiz -20,6 -36,1 -40,6 -69,0 -3.3 5,2
EDTA1-Abysiz -27,8 -35,0 -38,3 -63,3 -3,1 5,6
SITRAT1-Abysiz -32,4 -36,6 -31,0 -51,0 -2,6 6,6
HEPARIN1-Abysiz 31,1 452 42,9 -60,5 31 55
ACD2-5uL/ml -24.7 -43.2 -46,9 -74,1 -3,6 4,7
CPDA2-5pL/ml -19,0 -354 -38,0 -72,8 -3.4 5,1
EDTA2-5puL/ml -14,7 -23.2 -20,5 -44.7 -2,1 8,3
SITRAT2-5puL/ml -12.,8 -12,8 -6,7 -38,3 -1,6 11,0
HEPARIN2-5pL/ml -16,5 -20,3 -25,8 -41,8 -2,0 8,5
ACD3-10pL/ml -27,2 -39,5 -51,9 -79,6 -3.8 4,5
CPDA3-10pL/ml -22,6 -34,0 -41,5 -74,2 -3,5 5,0
EDTA3-10pL/ml -29,5 -31,1 -32,6 -59,5 -2,8 6,0
SITRAT3-10puL/ml -24.2 -24.8 -23.6 -52,2 -2.4 7,1
HEPARIN3- -23.5 -26,8 -34,6 -52,5 -2,6 6,7
10pL/ml

ACD4-25pL/ml -31,9 -41,7 -55,2 -77,9 -3.9 4.4
CPDA4-25uL/ml -26,7 -37,3 -47.2 -76,4 -3,7 4,7
EDTA4-25uL/ml -29,7 -31,9 -37,8 -61,1 -3,0 5,8
SITRAT4-25pL/ml -24,5 -26,4 -28,2 -52,8 -2,5 6,9
HEPARIN4- -28,0 -30,8 -35,2 -54,4 -2,7 6,4
25pL/ml

*Abysiz- Antibiyotik eklenmemis

Tablo 4.2: Likit tam kan kontrol materyali deneyinin 4 °C stabilite ¢aligma verileri

Icerik %PD degerleri B SL

1hf 2hf 3hf 4hf 6hf 8hf 12hf 16hf  20hf 24hf deger  (hf)
i

ACDI1- -1,8 -4,2 -16,2  -9,0 -10,8 -13,8 -28,7 -61,1  -46,7 -53,3 -2,5 6,8

Abysiz

CPDAI1- -1,8 -3,6 -19,0  -9,5 -10,1 -13,1 -25,0 -583  -36,3 -47,6 -2,2 7,6

Abysiz

EDTAI1- -0,5 -15,7  -355 -40,6 -609  -66,0  -72,6 -92,9  -83,8 -94,9 -5,0 3.4

Abysiz

SITRAT1- -142  -33,8 412 446 -69,6 -709 -85,8 -93,9  -83,8 -92,6 -5,2 3,3

Abysiz

HEPARIN1 -17,5 -413 -545 -68,3  -84,1 -894 92,1 -100 -99,5 -100 -5,9 2,9

-Abysiz

ACD2- -1,4 -6,8 -19,7  -10,9 -15,6 -16,3 -33,3 -63,9  -50,3 -59,9 -2,8 6,1

SpL/ml

CPDA2- -4,8 -13,8 -18,6  -11,7 -124  -11,0 -26,9 -50,3  -35.2 -89,7 -2,8 6,0

SpL/ml

EDTA2- -2,4 -6,5 -17,3 -25,0 446  -589 -74,4 -94,0 -923 -96,4 -5,0 3,5

SpL/ml

SITRAT2- -13,7 -35,6 -452  -514 -582  -589 -78,8 -93,8  -753 -84,9 -4,8 3,6

SplL/ml

HEPARIN2  -8,6 -22,8 -346  -51,9  -79,6 90,7 -95,7 -100 -97,5 -100 -5,8 3,0

-SuL/ml

ACD3- 0,6 -11,6 =209  -122 -134  -169 -27,9 -674  -55,2 -61,0 -2,9 5,9

10pL/ml

CPDA3- 0,0 -7,1 -17,3 -9,5 -11,9 -9,5 -18,5 -60,7  -37,5 -51,2 -2,3 7,5

10pL/ml
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EDTAS3- -2,5 -11,6 25,8 -348 61,1 -73,7 -85,4 -99.0 -90,4 91,9 -5,2
10pL/ml
SITRAT3- -20,7 -343 -503 -60,9 -734 -74,0 =757 -982 -86,4 -90,5 -5,2
10pL/ml
HEPARIN3 -84 -19.4  -46,1 -69,1  -90,1 -942 -96,3 -100 -98.,4 -100 -5,9
-10pL/ml
ACD4- 0,0 -5,9 -19,1 -11,8  -11,2 -13,8 -243 -61,8  -50,0 -58,6 -2,6
25pL/ml
CPDA4- -1,3 -8,4 -20,0 -11,0  -10,3 -11,0 -17,4 -60,0  -38,1 -51,0 -2,3
25pL/ml
EDTA4- 2,3 -5,2 -17,2 247 477 -60,9 -76,4 954  -85,1 -87,9 -4,8
25uL/ml
SITRAT4- -222  -342 -437 -51,9 -65,8 -69,6 -82.,3 -100 -89,2 -93,0 -5,3
25pL/ml
HEPARIN4 -29 -17,0  -40,9 -649  -82,5 -91,8 -96,5 -100 -98.,8 -100 -5,8
-25pL/ml

33
3.3
2,9
6,5
7,5
3,6
3.2

2,9

*Abysiz- Antibiyotik eklenmemis

4.3. Likit Enzim Kontrol Materyali Deney Verilerinin Degerlendirilmesi

4.3.1. Tampon deney verilerinin degerlendirilmesi
Likit enzim kontrol materyali i¢in 6n ¢alismalar sonucunda belirlenen tamponlarla

deneyler gerceklestirildi. Deney setlerine distile suda ¢6ziilmiis enzim c¢ozeltileri
kontrol olarak konuldu. Tamponlarda ¢oziilen enzimler Sorachim marka kullanildi.
Distile suda iki farkli marka kullanildi. O sebeple markay1 da ifade edecek sekilde
kodlandi. 45°C stabilite ¢alisma verileri Tablo 4.3’te ve 4°C stabilite ¢alisma verileri
Tablo 4.4’te gosterildi. Sonuglar, likit enzim materyali i¢in hesaplanan TLC degeri +
6,1 tizerinden degerlendirildi. 45°C inkiibasyon deneyi sonucglarinda 24.saat
Olctimlerinde %PD degeri, TLC degerinin altinda kalarak GlisinTris tamponunda
hazirlanan likit enzim materyali 24 saat stabilite gosterdi. Diger materyallerin 24.
saatteki %PD degerleri TLC degerinin iistiinde kaldigindan SL degerleri hesaplanarak
tabloda belirtildi. 15 saat ve tistii SL degeri bulunanlar tabloda gri ile isaretlendi. 4°C
stabilite caligmasinda ise 24. hafta dlgiimlerinde %PD degeri, TLC degerinin altinda
kalarak GlisinTris ve GlisinNaOH tamponlarinda hazirlanan likit enzim materyalleri
24 hafta stabilite gosterdi. Diger materyallerin 24. haftadaki %PD degerleri TLC
degerinin istiinde kaldigindan SL degerleri hesaplanarak tabloda belirtildi. 15 hafta ve

iistii SL degeri bulunanlar tabloda gri ile isaretlendi.
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Tablo 4.3: Tampon 45°C stabilite ¢alisma verileri

Tampon Ortalama %PD B SL
icerik 3sa 6sa 9sa 24sa  degeri (saat)
Glisin -0,29 -0,29 -7,67 -10,76 -0,5 13,0
GlisinTris 1474 <1158 -13,76  -4,06 24
GlisinNaOH -16,64 -19,14 -30,60 -37,68 -1,9 3,2
DsuSorachim -1,01 -6,18 -5,47 -7,27 -0,4 16,2

Tablo 4.4: Tampon 4°C stabilite ¢alisma verileri

Tampon Ortalama %PD B SL
I¢erik 1hf 3hf 4hf 8hf 12hf 16hf  20hf  24hf dege (hf)
ri

Glisin -1,21 -0,20 -7,37 -0,30 -3,02 -12,62 -6,46 -8,08 -0,4 15,1
GlisinTris 1,47 1,13 -4,86 4,07 2,94 -8,71 0,11 -1,13 24
GlisinNaOH 2,17 3,07 -3,61 0,81 1,53 -8,31 -4,06 -3,43 24
DsuSorachim = 2,19 -0,89 -7,97 0,00 -5,08 = -1595 -11,86 -13,35  -0,6 9,9
DsuSigma 9,72 7,21 -3,38 9,72 4,15 0,65 7,10 8,08 0,3 18,2

4.3.2. NADP deney verilerinin degerlendirilmesi
Belirlenen tampon igeriklerine 1, 3, 5 mM NADP konularak deney asamalari

gerceklestirildi. 45°C stabilite caligma verileri Tablo 4.5’te ve 4°C stabilite ¢alisma
verileri Tablo 4.6°da gosterildi. Sonuglar, likit enzim materyali i¢in hesaplanan TLC
degeri + 6,1 lizerinden degerlendirildi. 45°C inkiibasyon deneyi sonuglarinda 24.saat
Olgimlerinde %PD degeri, TLC degerinin altinda kalan GlisinTris-1mM NADP,
GlisinTris-3mM NADP ve GlisinTris-5mM NADP likit enzim materyalleri 24 saat
stabilite gosterdi. Diger materyallerin 24. saatteki %PD degerleri TLC degerinin
iistiinde kaldigindan SL degerleri hesaplanarak tabloda belirtildi. 15 saat ve iistii SL
degeri bulunanlar tabloda gri ile isaretlendi. 4°C stabilite ¢alismasinda ise 24. hafta
olgtimlerinde %PD degeri, TLC degerinin altinda kalarak Dsusorachim-Kontrol likit
enzim materyali 24 hafta stabilite gosterdi. Diger materyallerin 24. haftadaki %PD
degerleri TLC degerinin istiinde kaldigindan SL degerleri hesaplanarak tabloda
belirtildi. 15 hafta ve tistii SL degeri bulunanlar tabloda gri ile isaretlendi.
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Icerik

Glisin-1mM
NADP
Glisin-3mM
NADP
Glisin-5SmM
NADP
GlisinTris-
1mM NADP
GlisinTris-
3mM NADP
GlisinTris-
S5mM NADP
GlisinNaOH-
1mM NADP
GlisinNaOH-
3mM NADP
GlisinNaOH-
S5mM NADP

Tablo 4.5: NADP 45°C stabilite ¢alisma verileri

Icerik

Glisin-1lmM
NADP
Glisin-3mM
NADP
Glisin-5SmM
NADP
GlisinTris-1mM
NADP
GlisinTris-3mM
NADP
GlisinTris-5mM
NADP
GlisinNaOH-
1mM NADP
GlisinNaOH-
3mM NADP
GlisinNaOH-
5mM NADP

Dsusora-Kontrol

Dsusora-1mM
NADP
Dsusora-3mM
NADP
Dsusora-SmM
NADP
Dsusigma-
Kontrol
Dsusigma-1mM
NADP
Dsusigma-3mM
NADP
Dsusigma-SmM

-2,9
-55.8

64,0
63,5
67,2
56,2
66,9

-71,1

Ortalama %PD

6sa 9sa
-39,9 -43,5
-68,5 -71,4
-69,2 -77,6
-14,5 -16,5
-16,1 -14,6
-10,0 -10,5
-15,2 -28,8
-20,1 -35,9
-20,9 -37,5
-6,6 -4,2
-59,9 -68,6
-71,9 -76,8
-72,4 -78,5
-83,5 91,4
-67,5 -78,6
=723 -81,9
=733 -82,5

-70,2
-78,2
-79,6

-8,7
-72,5

-83,0
-88,2
-97.3
-89.4
91,2

-93.8

p

degeri
-2,8

Tablo 4.6: NADP 4°C stabilite calisma verileri

NADP
1hf  2hf
36,0 -455
502 -644
550 -69.4
77 17 -8,
6,9  -10,2
67 87
28  -10,9
68  -16,5
68  -189

3hf
-49,9

674

754

-10,9
-11,5
21,9
26,2

-27,1

4hf
-58,4

-78,1
83,4
-17,0
20,2
21,5
-37,0
-44.0

438

74,6
-78,9
-10,8
-12,5
-15,7
-48,1
52,7

53,6

Ortalama %PD
6hf
-52.3
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8hf  12hf
546 -612
76,5 -80,2
81,1  -85.8
L1 -123
16,1 20,6
17,1 233
60,1 -77,1
653 -804
652  -803

16hf
-64,2

87,2
91,4
234
32,7
34,7
-88,4
90,0

-89.,8

20hf
-61,6

-86,5
90,4
-17,8
273
348
-89.4
91,3

90,8

SL
(saat)

2,2
13
13
24
24
24
2,1
1.8
1.8

14,5
1,5

1,3
1,2
1
1,2
1,2

1,2

b}

24hf
-62,7

-88,2
92,0
-19,9
-30,3
34,5
92,0
93,0

-93,0

B SL
degeri = (hafta)
-3.8 1,6
53 1,2
5,6 1,1
1,1 56
1,6 3.8
1,8 3.4
-4.9 1,3
5,0 1,2
5,0 1,2



Dsusora- 2,9 -13,77 -29 -7,9 5,1 43 34 -6,9 6,8 5,1 24
Kontrol

Dsusora- -47,1  -58,2 -66,0 -70,6 -70,1 -70,6 -749 -81,7 -83,2 -87,7 -5,0 1,2
1mM NADP

Dsusora- -544  -69,3 -745 -81,3 -78,1 -81,3 -850 -89,2 -90,2 91,7 -5,5 1,1
3mM NADP

Dsusora- -554  -69,2 -76,6 -813 -76,8 -788 -832 -972 -88,7 -90,8 -5,5 1,1
S5mM NADP

Dsusigma- 3,8 3,8 6,7 -4,6 29 -6,2 | -39,5 -56,5 -60,1 -62,5 -2,7 2,2
Kontrol

Dsusigma- 442  -593  -62,6 -88,0 -64,1 -652 -719 -813 -71,1 -70,9 -4,6 1,3
1mM NADP

Dsusigma- -56,8 -70,8 -80,3 -834 -79.2 -819 -86,8 -90,7 91,2 -92.9 -5,6 1,1
3mM NADP

Dsusigma- -60,7  -73,9 -79,5 -94,0 -83,0 -858 -88,6 -993 93,2 -94.1 -5,8 1,0
SmM NADP

4.3.3. Albumin ve Albumin+NADP deney verilerinin degerlendirilmesi
45°C Albumin stabilite ¢alisma verileri Tablo 4.7°de, 45°C Albumin+NADP stabilite

calisma verileri Tablo 4.8’de 4°C Albumin+NADP stabilite ¢alisma verileri Tablo
4.9°da gosterildi. Sonuglar, likit enzim materyali i¢in hesaplanan TLC degeri + 6,1
tizerinden degerlendirildi. 45°C inkiibasyon deneyi sonuglarinda 24.saat 6l¢timlerinde
%PD degeri, TLC degerinin altinda kalan GlisinTris-lmM NADP+%0.1 Albumin,
GlisinTris-3mM NADP+%]1 Albumin, GlisinTris -5 mM NADP +%3 Albumin likit
enzim materyalleri 24 saat stabilite gosterdi. Diger materyallerin 24. saatteki %PD
degerleri TLC degerinin istiinde kaldigindan SL degerleri hesaplanarak tabloda
belirtildi. 15 saat ve iistii SL degeri bulunanlar tabloda gri ile isaretlendi. 4°C stabilite
caligmasinda ise 24. hafta 6l¢timlerinde %PD degeri, TLC degerinin altinda kalan
GlisinTris-ImM NADP +%0.1 Albumin ve Dsusorachim-Kontrol likit enzim
materyali 24 hafta stabilite gdsterdi. Diger materyallerin 24. haftadaki %PD degerleri
TLC degerinin iistiinde kaldigindan SL degerleri hesaplanarak tabloda belirtildi. 15

hafta ve iistii SL degeri bulunanlar tabloda gri ile isaretlendi.

Tablo 4.7: Albumin 45°C stabilite ¢alisma verileri

icerik Ortalama %PD B SL
3sa 6sa 9sa 24sa  degeri (saat)

GLISIN-%0.1 ALB -6,8 -7,5 -9,8 -8,1 -0,5 12,3
GLISIN-%1 ALB 8,3 82 | -10,7  -102 -0,6 10,3
GLISIN-%3 ALB 105 -105 9.9 9,6 -0,6 10,3
GLISINTRIS-%0.1 -9,3 -9,8 -10,4 -9,5 -0,6 10,5
ALB

GLISINTRIS-%1 -11,3 -10,0 -11,0 -9,5 -0,6 10,2
ALB

GLISINTRIS-%3 2130 -132 -143  -10,6 -0,7 8,6
ALB
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GLISINNaOH-%0.1

ALB
GLISINNaOH-%]1
ALB
GLISINNaOH-%3
ALB
DSUSORA-%0.1
ALB
DSUSORA-% 1
ALB
DSUSORA-% 3
ALB

DSIGMA

DSIGMA-%0.1 ALB

DSIGMA-%1 ALB
DSIGMA-%3 ALB

-16,8
17,4
-16,2
-11,6
12,3
-13,1
-88,0
-65,0

-62,8
-63,0

22,0
20,4
-19,7
-11,6
-12,7
-14,0
98,2
-85,2

82,7
81,2

243
22,1
23,1
-12,5
-113
-15.3
-100
94,6

-92,9
-92,6

33,0
-30,0
-28.,6
11,2
-10,6
12,6
-100
-100

-100
-100

3,6
3,9
4,0
8,8
9,1
7,6
1,0

1,1
1,1

E)

1,1

b)

Tablo 4.8: Albumin+NADP 45°C stabilite ¢alisma verileri

Icerik

GLISIN-1 mM
NADP +%0.1 ALB
GLISIN-3 mM
NADP +%1 ALB
GLISIN-5 mM
NADP +%3 ALB
GLISINTRIS-1
mM NADP +%0.1
ALB
GLISINTRIS-3
mM NADP +%1
ALB
GLISINTRIS-5
mM NADP +%3
ALB
GLISINNaOH-1
mM NADP +%0.1
ALB
GLISINNaOH-3
mM NADP +%1
ALB
GLISINNaOH-5
mM NADP +%3
ALB
DSUSORA-K
DSUSORA-1 mM
NADP +%0.1 ALB
DSUSORA-3 mM
NADP +%1 ALB
DSUSORA-5 mM
NADP +%3 ALB
DSIGMA-K
DSIGMA-1 mM
NADP +%0.1 ALB
DSIGMA-3 mM
NADP +%1 ALB

3sa

0,5

-6,1

5,9
45
73
1,2
58

56,8
28,6

-19.3

Ortalama %PD

6sa
5.4

-9,2
-8,5

1,2

2,6

1,9

12,6

12,6

12,8

-3,9

79,6
47,7

343

9sa
3.4

11,7
12,0

2,8

4,2

0,0

-18,2

20,3

-18,2

-2,7

-10,5

5,0

-8,6

86,9
55,7

-40,6
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24sa
-153

-23,6
-24,0

1,1

0,7

67,5

-61,4

-7,3

29,2

-13,9

-19,2

97.8
-88,6

-76,3

B
degeri
-0,6

-1,1

b

-1,1

E)

SL
(saat)

9,8
5,7
5,6

24

24

24

2,3

2.3

2,5

18,2

4,9

10,6

7,1

1,1

1,7



DSIGMA-5 mM -15,7 -289 -34,6 -67,2 -3,1 2,0

NADP +%3 ALB

TRiS-KONTROL -5,2 -6,8 -6,8 -9.9 -0,5 12,1
TRiS-1 mM NADP  -1,8 3.8 33 -9,0 -0,4 15,7
+%0.1 ALB

TRiS-3 mM NADP  -2,5 3,6 2,5 -8,6 -0,4 16,5
+%1 ALB

TRiS-5 mM NADP -39 -5,8 3,8 -84 -0,4 15,2
+%3 ALB

Tablo 4.9: Albumin+NADP 4°C stabilite ¢calisma verileri

Icerik Ortalama %PD B SL
Ihf | 2hf | 3hf  4hf | 6hf  Shf  12hf  16hf 20  24hf  gegeri (hafta)

GLISIN-ImM | -7.9 | -17,6  -122  -112  -138  -134 -17,0  -132  -142  -132 0,9 6,9
NADP +%0.1

ALB

GLISIN-3mM | -233  -413 422  -455 -538 -59,7 -68,5 -732  -748  -743 43 1,4
NADP +%1

ALB

GLISIN-SmM  -289  -461 -495 -514 -61,5 -670 -77,5 -81,0 -840  -86,0 4.9 1,3
NADP +%3

ALB

GLISINTRIS- -03 97 08 18 11 -13 20 41 -48 58 24
1 mM NADP

+%0.1 ALB

GLISINTRIS- = 09  -105 -1,8 -1.8 -19 -48 7,01 94 -115 -134 0,6 10,6
3 mM NADP

+%1 ALB

GLISINTRIS- = 1,5  -11,5 -1,8  -1,6  -1.8 -48 -148 92  -114 -119 0,6 10,0
5 mM NADP

+%3 ALB

GLISINNaOH = 22  -138  -108  -149 270 -427  -69,1 -772  -833  -859 43 1,4
-1 mM NADP

+%0.1 ALB

GLISINNaOH | -46  -184 208 -249 -354 -437 -583 687 -745 -792 -4,0 1,5
-3 mM NADP

+%1 ALB

GLISINNaOH | -11,6  -31,1  -333  -36,0 -438 -486 -603 -60,8 -656 -693 3,7 1,6
-5 mM NADP

+%3 ALB

DSUSORA-K 27 32 =52 01 13 -15 53 -40 -32 0.2 24
DSUSORA-1 163 -283 241 | 241 275 27,7 | 313 213 -193 | -17,0 1.4 43
mM NADP

+%0.1 ALB

DSUSORA-3 | -100 -21,1  -192  -19,1  -225 -247 -308  -23,0 247 -213 1,5 4,1
mM NADP

+%1 ALB

DSUSORA-5 | -195 -31,9 27,6 -29.6 -36,6 -392 -429 -422  -42.1 @ -40,7 2.5 2.4
mM NADP

+%3 ALB

DSIGMA-K 359 | -143 88 | 60 3,5 30 | -332  -398 447  -525 22 2,7
DSIGMA-1 215 | =309 267 | 272 | 328 347 | 361  -361  -332 | -347 22 2.8
mM NADP

+%0.1 ALB

DSIGMA-3 233 | 2396 348 | 372 382 416 | -459 -507 -57,0 @ -60,9 32 1,9
mM NADP

+%1 ALB

DSIGMA-5 22,1 | 324 309 | 324 509 | -500 | -47,5 446 432 | 359 2.7 23
mM NADP

+%3 ALB

TRIS-1 mM 2,7 2109 36 | 27 <15 62 67 93 | -114  -113 0,6 11,0
NADP +%0.1

ALB
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TRIiS-3 mM 4,7  -164  -96  -10,1  -10,6 -159 -190 -188 -22,6 =223 -1,2 5,1
NADP +%1

ALB

TRIiS-5 mM -69 | -179  -119 -134 -10,8 -146 -22,6 -16,6 -19,0 -18,3 -1,1 5,5
NADP +%3

ALB

4.3.4. DTT ve Glutatyon deney verilerinin degerlendirilmesi
45°C stabilite ¢calisma verileri Tablo 4.10°da ve 4°C stabilite ¢calisma verileri Tablo

4.11°de gosterildi. Sonugclar, likit enzim materyali i¢in hesaplanan TLC degeri + 6,1
tizerinden degerlendirildi. 45°C inkiibasyon deneyi sonuglarinda 24.saat 6l¢timlerinde
%PD degerleri TLC degerinin iistiinde kaldigindan SL degerleri hesaplanarak tabloda
belirtildi. 4°C stabilite calismasinda ise 24. hafta o6l¢iimlerinde %PD degeri, TLC
degerinin altinda kalarak GlisinTris-3 mM Glutatyon (reduced) , GlisinTris -5 mM
Glutatyon (reduced) , GlisinTris -7 mM Glutatyon (reduced), GlisinNaOH-3 mM
Glutatyon (reduced), GlisinNaOH -5 mM Glutatyon (reduced), GlisinNaOH -7 mM
Glutatyon (reduced), Tris-3 mM Glutatyon (reduced), Tris -5 mM Glutatyon (reduced),
Tris -7 mM Glutatyon (reduced) likit enzim materyali 24 hafta stabilite gosterdi. Diger
materyallerin 24. haftadaki %PD degerleri TLC degerinin iistiinde kaldigindan SL
degerleri hesaplanarak tabloda belirtildi. 15 hafta ve iistii SL degeri bulunanlar tabloda

gri ile isaretlendi.

Tablo 4.10: DTT+ Glutatyon 45°C stabilite ¢aligma verileri

Igerik Ortalama %PD B SL
3sa 6sa 9sa 24sa degeri = (saat)

GLISIN-3 mM DTT -98,8 -100 -100 -100 -6,0 1,0
GLISIN-5 mM DTT -97,6 -100 -100 -100 -6,0 1,0
GLISIN-7 mM DTT -17,5 -39,2 -71,3 -100 -4,7 1,3
GLISIN-3 mM -100 -100 -100 -100 -6,0 1,0
Glutatyon (reduced)

GLISIN-5 mM -100 -100 -100 -100 -6,0 1,0
Glutatyon (reduced)

GLISIN-7 mM -100 -100 -100 -100 -6,0 1,0
Glutatyon (reduced)

GLISINTRIS-3 mM -8,8 -8,8 -1,7 -10,3 -0,6 10,8
DTT

GLISINTRIS-5 mM -7,8 -8,9 -6,4 -7,8 -0,5 13,3
DTT

GLISINTRIS-7 mM -6,8 -6,8 -7,3 -7,4 -0,4 14,0
DTT

GLISINTRIS-3 mM -7,3 -8,3 -4,0 -8,4 -0,4 13,8
Glutatyon (reduced)

GLISINTRIS-5 mM -10,2 9,2 -8,3 -8,7 -0,5 11,6
Glutatyon (reduced)

GLISINTRIS-7 mM -8,4 -8,9 -6,3 -9,0 -0,5 12,2

Glutatyon (reduced)
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GLISINNaOH-3
mM DTT
GLISINNaOH-5mM
DTT
GLISINNaOH-7mM
DTT
GLISINNaOH-3
mM Glutatyon
(reduced)
GLISINNaOH-5
mM Glutatyon
(reduced)
GLISINNaOH-7mM
Glutatyon (reduced)
DSUSORA-K
DSUSORA-3 mM
DTT

DSUSORA-5 mM
DTT

DSUSORA-7 mM
DTT

DSUSORA-3 mM
Glutatyon (reduced)
DSUSORA-5 mM
Glutatyon (reduced)
DSUSORA-7 mM
Glutatyon (reduced)
DSIGMA-K
DSIGMA-3 mM
DTT

DSIGMA-5 mM
DTT
DSIGMA-7TmM
DTT

DSIGMA-3 mM
Glutatyon (reduced)
DSIGMA-5 mM
Glutatyon (reduced)
DSIGMA-7 mM
Glutatyon (reduced)
TRiS-3 mM DTT
TRiS-5 mM DTT
TRiS-7 mM DTT
TRIiS-3 mM
Glutatyon (reduced)
TRiS-5 mM
Glutatyon (reduced)
TRiS-7 mM
Glutatyon (reduced)

-100

-100

-7,9

12,0

8,4

-80,1
-81,5

-40.8
27,0
-100
-100
-100

-77,3
-100

32,1
-100
-100
-100
-100
-8,9
7.6
134
76

-8,2

-10,5

-12,9
-10,0
-8,9

-11,8

11,0

-8,2

-83,0
-100

-70,1
-53,4
-100
-100
-100

92,1
-100

90,6
-100
-100
-100
-100
6,8
-6,1
18,4
73

-6,8

9,8

283
27,7
21,8

-19.9

-18,6

-14,9

-93,1
-100

-100
-100
-100
-100
-100

-100
-100

-100
-100
-100
-100
-100
-14,5
-153
-40.8
11,8

-9,1

12,7

1,3
12
-1,0

-1,0

4,7
5,2
6,3

6,3

6,6

8,5

1,2
1,1

1,3
1,4
1,0
1,0
1,0

1,1

1,2
1,0
1,0
1,0
1,0
3.8
8,7
34
10,3
12,3

8,9

Tablo 4.11: DTT+ Glutatyon 4°C stabilite ¢alisma verileri

Ortalama %PD

Icerik

1hf 2hf 3hf 4hf 6hf
GLISIN-3 mM - - - -
DTT 96,1 99,2 100 100 100
GLISIN-5 mM - - - -
DTT 100 100 @ 100 100 100
GLISIN-7 mM - - - - -
DTT 25,0 456 82,0 944 99,5

8hf 12hf

- -100
100

- -100
100

- -100
99,4

53

16hf

-100

-100

-100

20hf 24hf degeri

-100

-100

-100

-100

-100

-100

B

6,4
6,4

-6,2

SL
(hafta)

1,0
1,0

1,0



GLISIN-3 mM
Glutatyon
(reduced)

-100

-100

-100

-100

1,0

GLISIN-5 mM
Glutatyon
(reduced)

-100

-100

-100

1,0

GLISIN-7 mM
Glutatyon
(reduced)

-100

-100

GLISINTRIS-
3mM DTT

GLISINTRIS-
7 mM DTT

-18,5

0,5

GLISINNaOH- - - - - - - -254  -16,7 | -19,6 | -15,6 -1,1 5.3
3 mM DTT 153 17,2 158 154 17,6 153
GLISINNaOH- - - - - - - -354 248  -243 | -25]7 -1,7 3,7
5SmM DTT 23,9 23,8 23,8 262 24,8 238
GLISINNaOH- - - - - - - -27,5  -20,7 | -19,4 | -20,3 -1,3 4,7
7mM DTT 174 13,0 162 169 174 193

DSUSORA-K - - - - - - -939 955  -96,8 | -97,7 -6,0 1,0
71,1 83,0 84,7 87,3 90,1 91,7
DSUSORA-3 - - - - - - -100 = -100 -100 | -100 -6,4 1,0
mM DTT 97,5 100 = 100 100 100 @ 100
DSUSORA-5 - - - - - - -100 = -100 -100 | -100 -6,4 1,0
mM DTT 96,4 99,5 100 100 100 @ 100
DSUSORA-7 - - - - - - -100 | -99.9 -100 @ -100 -6,4 1,0
mM DTT 100 100 = 100 100 @ 100 100
DSUSORA-3 - - - - - - -99,1  -99,2 ' -100 | -100 -6,2 1,0
mM Glutatyon 70,6 78,0 87,2 90,8 950 972
(reduced)
DSUSORA-5 - - - - - - -96,3  -96,8 | -98,6 | -99,0 -6,1 1,0
mM Glutatyon 794 81,0 85,7 88,1 91,3 93,0
(reduced)
DSUSORA-7 - - - - - - -98,8  -98,8 ' -100 | -100 -6,2 1,0
mM Glutatyon 83,0 85,0 90,0 93,0 950 96,0
(reduced)
DSIGMA-K -8,9 - -3,5 - - - -28,7  -22,6 | -26,8 | -30,2 -1,5 4,0
11,3 12,3 16,8 153
DSIGMA-3 - - - - - - -100 = -100 -100 | -100 -6,4 1,0
mM DTT 100 100 = 100 = 100 @ 100 @ 100




DSIGMA-5 - - - - - -100 = -100 = -100 @ -100 -6,4 1,0
mM DTT 100 100 @ 100 100 100 @ 99,5

DSIGMA- - - - - - -
7mM DTT 100 100 100 @ 100 | 100 @ 99.4
DSIGMA-3 - - - - - -
mM Glutatyon = 50,3 55,1 66,1 69,7 77,1 79,8
(reduced)

DSIGMA-5 - - - - - -
mM Glutatyon 634 67,9 78,6 84,8 923 94,6
(reduced)

DSIGMA-7 - - - - - -
mM Glutatyon = 69,9 71,1 77,1 82,6 89,6 928
(reduced)

TRIiS-3 mM - - - - - -
DTT 13,1 10,8 153 13,1 18,1 17,6
TRiS-5 mM -6,0 - -
DTT 11,2 124
TRIiS-7 mM - - - - - -
DTT 17,1 21,8 232 259 305 30,7
TRiS-3 mM -55 -18 -60 -1,0 -50 -55 -170 -32 -51 -1,4 24
Glutatyon

(reduced)

TRIiS-5 mM -38 2,8 -3,7 -3,77 42 -32 -151 -4, 52 3,7 24
Glutatyon

(reduced)

TRiS-7 mM -6,5 -60 -41 -33 -67 -65 -168 -60 -82 -49 24
Glutatyon

(reduced)

-100  -100  -100 @ -100 -6,4 1,0

-87,2  -88,1 | -90,8 ' -93,6 -5,5 1,1
-98,4  -98,9 -989  -100 -6,1 1,0
-96,9  -96,9  -985  -98,6 -6,0 1,0

-33,3  -259  -31,5  -36,1 -1,8 3.4
-23,5  -12,9 | -12,0 | -12,9 -0,9 7,0

-453 42,7  -51,0  -583 -2,9 2,1

4.3.5. Kokteyl deney verilerinin degerlendirilmesi
45°C stabilite ¢alisma verileri Tablo 4.12°de, 4°C stabilite ¢alisma verileri Tablo

4.13’te gosterildi. Sonuglar, likit enzim materyali i¢in hesaplanan TLC degeri =+ 6,1
tizerinden degerlendirildi. 45°C inkiibasyon deneyi sonuglarinda 24.saat 6l¢timlerinde
%PD degeri, TLC degerinin altinda kalarak GlisinTris-Kokteyl 1 ve Tris-Kokteyl 1
likit enzim materyalleri 24 saat stabilite gosterdi. Diger materyallerin 24. saatteki %PD
degerleri TLC degerinin iistiinde kaldigindan SL degerleri hesaplanarak tabloda
belirtildi. 15 saat ve iistii SL degeri bulunanlar tabloda gri ile isaretlendi. 4°C stabilite
calismasinda ise 24. hafta dl¢timlerinde %PD degeri, TLC degerinin altinda kalarak
GlisinTris-Kokteyl 4 ve GlisinTris -Kokteyl 5 likit enzim materyali 24 hafta stabilite
gosterdi. Diger materyallerin 24. haftadaki %PD degerleri TLC degerinin iistiinde
kaldigindan SL degerleri hesaplanarak tabloda belirtildi. 15 hafta ve tistii SL degeri

bulunanlar tabloda gri ile isaretlendi.
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Tablo 4.12:

Icerik

GLISIN-K
GLISIN-3 mM
Glutatyon
(oxidized)
GLISIN-5 mM
Glutatyon
(oxidized)
GLISIN-7 mM
Glutatyon
(oxidized)

GLISIN-Kokteyl 2
GLISIN-Kokteyl 3
GLISIN-Kokteyl 4
GLISIN-Kokteyl 5
GLISINTRIS-K

GLISINTRIS-3
mM Glutatyon
(oxidized)
GLISINTRIS-5
mM Glutatyon
(oxidized)
GLISINTRIS-7
mM Glutatyon
(oxidized)
GLISINTRIS-
Kokteyl 1
GLISINTRIS-
Kokteyl 2
GLISINTRIS-
Kokteyl 3
GLISINTRIS-
Kokteyl 4
GLISINTRIS-
Kokteyl 5

GLISINNaOH-K
GLISINNaOH-3

mM Glutatyon
(oxidized)

GLISINNaOH-5

mM Glutatyon
(oxidized)

GLISINNaOH-7

mM Glutatyon
(oxidized)
GLISINNaOH-
Kokteyl 1
GLISINNaOH-
Kokteyl 2
GLISINNaOH-
Kokteyl 3
GLISINNaOH-
Kokteyl 4
GLISINNaOH-
Kokteyl 5
DSUSORA-K

DSUSORA-3 mM

Glutatyon
(oxidized)

DSUSORA-5 mM

Glutatyon
(oxidized)

Kokteyl 45°C stabilite ¢aligma verileri

3sa

0,8
-100

-100

-100

-3,2
-4,1
-100
-100
-2,3
-2,1

-1,6
-100

-100

Ortalama %PD

6sa

-3,8
-100

-100

-100

6,6
-10,5
-100
-100
48
4,0

8,4

-14,1
-19,1
-16,0
11,8
-12,7
7,0

-100

-100

56

9sa

-5,5
-100

-100

-100

-9,7
-7,0
-100
-100
-6,5
-5,1

-5,8

12,3

-10,6
256
-16,4
-11,8
-15,1
2,0

-100

-100

24sa
-10,1
-100

-100

-100

-14,1
-8,8
-100
-100
-11,7
-9,7

454
264

22,6

-19,0

222
68,7
-33,1
27,0
23,5
8,2

-100

-100

B
degeri
0,4
6,0

-0,7
-0,5
-6,0
-6,0
-0,5
-0,4

SL
(saat)

13,7
1,0

1,0

1,0

9,0
12,2
1,0
1,0
11,4
13,9

13,1

17,2

24
15,1
10,1
11,0
15,6
3,0
51
6,1

6,8

5.8
2,1
4,0
51
5.4
16,4

1,0

1,0



Icerik

GLISIN-K
GLISIN-3
mM
Glutatyon
(oxidized)
GLISIN-5
mM
Glutatyon
(oxidized)
GLISIN-7
mM
Glutatyon
(oxidized)
GLISIN-
Kokteyl 2
GLISIN-
Kokteyl 3

1hf
-3,8

18,0

36,5

DSUSORA-7 mM
Glutatyon
(oxidized)
DSUSORA-
Kokteyl 2
DSUSORA-
Kokteyl 3
DSUSORA-
Kokteyl 4
DSUSORA-
Kokteyl 5
DSIGMA-K
DSIGMA-3 mM
Glutatyon
(oxidized)
DSIGMA-7 mM
Glutatyon
(oxidized)
DSIGMA-Kokteyl
2
DSIGMA-Kokteyl
3
DSIGMA-Kokteyl
4

TRIS-K

TRIS-3 mM
Glutatyon
(oxidized)
TRIS-5 mM
Glutatyon
(oxidized)
TRIS-7 mM
Glutatyon
(oxidized)
TRiS-Kokteyl 1
TRiS-Kokteyl 2
TRiS-Kokteyl 3
TRiS-Kokteyl 4
TRiS-Kokteyl 5

-100
-62,2
-100

-100

22,7
-89,3
-100
3,5
34

12

-100

-100
-86,7
-100

-100

-46,8
-98,9
-100

-2,6
-2,1

-1,6

-2,8
-5,5
-4,2
-3,8
-3,9

-100

-100
91,5
-100

-100

-53,9
-98,9
-100

3,5
4,9

-2,9
-5,9
-5,9
-5,8
-3,9

-100

-15,0
99,4
-100
-100
-98,0
-100

-100

-82,1
-100
-100

-8,5
-6,5

4,0
7,6
7,5
6,9
7,0

0,4
0,4
0,3
0,3

Tablo 4.13: Kokteyl 4°C stabilite ¢alisma verileri

2hf  3hf
04 2.4
269 27,0
528 -572
913 934
132 -154
5.6 5.4

4hf
42
29,9

-64,3

-93,5

Ortalama %PD

6hf
38
38,7

-74.3

934

-242

44

8hf
-8,8
-49,0

-86,0

-100

-30,4

133

57

12hf
-143
59,0

91,8

-100

-42.3

-10,0

16hf
15,9
66,6

-95.3

-100

20hf
20,6
77,1

-98,1

96,7

-56,8

11,1

1,1

8,9
1,1
1,0

1,0

1,0

1,5
1,0
1,0
16,4
19,2
19,9

19,0

24
15,6
16,3
17,6
18,5

24hf
22,6
75,3

-97.9

-100

-63.3

12,8

B

degeri
-1,0
-4,0

-5,7

1,0

2,0

9,2



GLISIN-
Kokteyl 4
GLISIN-
Kokteyl 5
GLISINTR
IS-K
GLISINTR
IS-3 mM
Glutatyon
(oxidized)
GLISINTR
IS-5 mM
Glutatyon
(oxidized)
GLISINTR
IS-7 mM
Glutatyon
(oxidized)
GLISINTR
IS-Kokteyl
1
GLISINTR
IS-Kokteyl
2
GLISINTR
IS-Kokteyl
3
GLISINTR
IS-Kokteyl
4
GLISINTR
IS-Kokteyl
5
GLISINNa
OH-K
GLISINNa
OH-3 mM
Glutatyon
(oxidized)
GLISINNa
OH-5 mM
Glutatyon
(oxidized)
GLISINNa
OH-7 mM
Glutatyon
(oxidized)
GLISINNa
OH-
Kokteyl 1
GLISINNa
OH-
Kokteyl 2
GLISINNa
OH-
Kokteyl 3
GLISINNa
OH-
Kokteyl 4
GLISINNa
OH-
Kokteyl 5
DSUSORA
-K
DSUSORA
-3 mM

23,5

87,9

-3,1

-2,5

0,4

33,5

-289

94,4

1,4

s

-1,3

0,9

-45,6

-1,8

2,2

-1,8

5,1

-53.8

-5,2

-62,3

40,7 -53,5
-100 100
22 68
13 -106
44 113
40 38
28  -105
63 212
0,5 8,4
44 46
0,9 3,1
60  -59
69  -137
75 -84
33 51
53 -10,1
346 -50,1
28 64
28  -104
29 42
62  -197
68,9 | -782

58

-64,8

-100

-5,4

-10,7

-8,8

-9,3

-10,5

-10,0

-3,8

8,4

-30,7

-86,2

-8,7

-85

44,8

91,5

-80,6

-100

-84,8
-100
-10,4

-8,5

-19.,4

-11,8

1,4
1,0
13,0

14,6

12,6

15,6

14,6

6,8

18,5

24

24

9,5

9,0

9,5

10,1

8,0

11,6

12,0

12,0

2,3

1,1



Glutatyon
(oxidized)
DSUSORA
-SmM
Glutatyon
(oxidized)
DSUSORA
-7 mM
Glutatyon
(oxidized)
DSUSORA
-Kokteyl 2
DSUSORA
-Kokteyl 3
DSUSORA
-Kokteyl 4
DSUSORA
-Kokteyl 5
DSIGMA-
K
DSIGMA-3
mM
Glutatyon
(oxidized)
DSIGMA-7
mM
Glutatyon
(oxidized)
DSIGMA-
Kokteyl 2
DSIGMA-
Kokteyl 3
DSIGMA-
Kokteyl 4
TRIS-K

TRIS-3
mM
Glutatyon
(oxidized)
TRIS-5
mM
Glutatyon
(oxidized)
TRIS-7
mM
Glutatyon
(oxidized)
TRIS-
Kokteyl 1
TRIS-
Kokteyl 2
TRIS-
Kokteyl 3
TRIS-
Kokteyl 4
TRIS-
Kokteyl 5

20,0

14,8
12,0
80,1

11,2
-9,2

-9.,3

-40,0

-12,8
-28.3
-50,4

-100

-9,7

-87,7

433

-13,8
29,5
-53,1
-100
-10,4

-65,6

-8,2

-8,3

5,1
9,5
5,5
5,5

-5,1

-87,8

-50,0

-20,4
-32,8
-60,1
-100
-15,5

-68.,8

-30,0

-32,1

-12,9

-100

-8,7

-5,0

-13,7

-86,2

-50,0

-27,5
-33,8
-71,1
-100
-16,3

744

-40,0

-38,3

-12,5

-98,5

9,1

-7,1

-9,2

-8,7

45

-15,4

-90,8

-100

-34,9
-43,3
-79,6
-100
-23.8

-85,6

-100

44,8

-14,9

-100

-15,9

-11,3

-10,2

-16,3

-8,8

-24.,6

59

-90,6

-100

-48 4
-43,7
-88,2
-100
-36,3

-89,4

-100

-55,6

-13,7

-100

-11,3

-10,4

-10,8

-12,7

-10,2

-22,6

-93,8

-100

-56,7
454
94,4
-100
-57,0

944

-100

-64,0

-14,8

-100

-12,8

-10,3

13,5

-13,1

-89

-24,7

-100

-100

-58,9
-50,3
97,5
-100
-76,6

-96,2

-100

-70,4

-16,6

-100

-15,0

-12,0

-12,3

-14,8

12,4

-30,0

-100

-100

-62,2
-53,0
-98,9
-100
-85,0

-97,5

-90,0

-76,4

-20,2

-100

-13,3

-14,0

-15,2

-14,6

-0,9

1,0

1,1

1,9
2,1
1,1
1,0
1,7
1,1
1,1
1,6
6,0
1,0
7,5

8,5

7,8

7,2

10,4
3,8
12,5
10,6

10,9



4.3.6. p-merkaptoetanol ve EDTA deney verilerinin degerlendirilmesi
45°C stabilite ¢alisma verileri Tablo 4.14’te gdsterildi. Sonuglar, likit enzim materyali

icin hesaplanan TLC degeri + 6,1 {izerinden degerlendirildi. 45°C inkiibasyon deneyi
sonuglarinda 24.saat Slgiimlerinde %PD degeri, TLC degerinin altinda kalarak
GlisinTris-5mM B-merkaptoetanol, GlisinTris -ImM EDTA ve GlisinTris -5mM f-
merkaptoetanol+1mM EDTA likit enzim materyalleri 24 saat stabilite gosterdi. Diger
materyallerin 24. saatteki %PD degerleri TLC degerinin istiinde kaldigindan SL
degerleri hesaplanarak tabloda belirtildi. 15 saat ve iistii SL degeri bulunanlar tabloda

gri ile isaretlendi.

Tablo 4.14: B-merkaptoetanol- EDTA 45°C stabilite galigma verileri

Igerik Ortalama %PD B SL
3sa 6sa 9sa 24sa degeri = (saat)

GLISIN-SmM - -7,7 -9,9 -11,3 -18,1 -0,9 6,9

merkaptoetanol

GLISIN-1mM EDTA -65,4 -74,6 -83,7 -80,9 -4,8 1,3

GLISIN-5SmM - -55,6 -63.,4 -67,8 -53,2 -3,5 1,8

merkaptoetanol + ImM

EDTA

GLISINTRIS-5SmM f- -9,2 -9,3 -9.,8 -1,0 24

merkaptoetanol

GLISINTRIS-1mM -12,8 -11,8 -11,3 -1,5 24

EDTA

GLISINTRIS-5mM - -6,9 -5,8 -6,2 -1,4 24

merkaptoetanol+1mM

EDTA

GLISINNaOH-5mM - -9,8 -12,6 -18,2 -30,8 -1,4 4,2

merkaptoetanol

GLISINNaOH-1mM -12,6 -15,9 -20,2 -31,3 -1,5 4,0

EDTA

GLISINNaOH-5mM - -11,2 -14,3 -18,5 -32,6 -1,5 4,0

merkaptoetanol+1mM

EDTA

DSUSORA -35,1 -32,6 -38,3 -39,1 -2,3 2,7

DSUSORA-5mM g- -40,3 -47,2 -57,2 -69,6 -3,7 1,7

merkaptoetanol

DSUSORA-1mM EDTA -68,5 -82,4 -88,8 -94,9 -5,4 1,1

DSUSORA-5mM - -100 -100 -98,6 -99.3 -5,9 1,0

merkaptoetanol+1mM

EDTA

DSIGMA -100 -100 -99,3 -100 -6,0 1,0

DSIGMA-5mM f- -81,5 -943 -96,6 -99,2 -5,8 1,1

merkaptoetanol

DSIGMA-1mM EDTA -92,8 -98,9 -99,0 -100 -5,9 1,0

DSIGMA-5mM - -76,1 -90,7 -95,2 -98,4 -5,7 1,1

merkaptoetanol+1mM

EDTA
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4.3.7. Sigma marka enzimle yapilan deney verilerinin degerlendirilmesi
45°C stabilite ¢alisma verileri Tablo 4.15’te, 4°C stabilite ¢aligma verileri Tablo

4.16°da gosterildi. Sonugclar, likit enzim materyali i¢in hesaplanan TLC degeri =+ 6,1
tizerinden degerlendirildi. 45°C inkiibasyon deneyi sonuglarinda 24.saat 6l¢timlerinde
%PD degeri, TLC degerinin altinda kalarak 24 saat stabilite gdsteren kombinasyon
goriilmedi. Materyallerin 24. saatteki %PD degerleri TLC degerinin iistiinde
kaldigindan SL degerleri hesaplanarak tabloda belirtildi. 4°C stabilite caligsmasinda ise
24. hafta 6l¢iimlerinde %PD degeri, TLC degerinin altinda kalarak GlisinTris-Kokteyl
1, GlisinTris -Kokteyl 3, GlisinNaOH-Kontrol, Tris-Kokteyl 3, Tris -Kokteyl 4 ve Tris
-Kokteyl 5 likit enzim materyali 24 hafta stabilite gosterdi. Diger materyallerin 24.
haftadaki %PD degerleri TLC degerinin istiinde kaldigindan SL degerleri
hesaplanarak tabloda belirtildi. 15 hafta ve iistii SL degeri bulunanlar tabloda gri ile

isaretlendi.

Tablo 4.15: Sigma marka enzimle yapilan 45°C stabilite ¢alisma verileri

icerik Ortalama %PD B SL
3sa 6sa 9sa 24sa | degeri (saat)

GLISIN-K -87,0 | 944 | -956 @ -97,9 -5,8 1,1
GLISIN-Kokteyl = -29,0 = -423 | -54,0 @ -79,5 -39 1,6
2

GLISIN-Kokteyl = -753 | -90,5 @ -951 @ -984 5,7 1,1
3

GLISIN-Kokteyl = -100 -100 -100 -100 -6,0 1,0
4

GLISIN-Kokteyl = -100 -100 -100 -100 -6,0 1,0
5

GLISINTRIS-K 98,0 985 @ -99,1 -99,5 -5,9 1,0
GLISINTRIS- 94,7 969 @ 97,5 | -99,0 -5,9 1,0
Kokteyl 1

GLISINTRIS- 938 | 97,1 97,6 | -99,1 -5,9 1,0
Kokteyl 2

GLISINTRIS- -98,0 | 98,9 | -99,0 @ -99,5 -5,9 1,0
Kokteyl 3

GLISINNaOH-K = -182 | -232  -30,9 -50,5 24 2,5
GLISINNaOH- -104 | -13,8 | -13,0 | -237 1,1 53
Kokteyl 1

GLISINNaOH- -12,6 | -17,7 @ -303 | -69,5 -3,0 2,1
Kokteyl 2

TRiS-K 96,0 @ -982 98,1 @ -994 5,9 1,0
TRiS-Kokteyl 1 954 | 977 985 | -989 -5,9 1,0
TRiS-Kokteyl 2 87,6 = 939 959 = -981 -5,8 1,1

TRiS-Kokteyl 3 = 96,7 -982  -99.0 -994  -59 1,0
TRiS-Kokteyl4 959 -978 986 -994  -59 1,0
TRiS-Kokteyl 5 = 952  -978 982 -994  -59 1,0
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Tablo 4.16: Sigma marka enzimle yapilan 4°C stabilite ¢aligsma verileri

Icerik

GLISIN-K
GLISIN-
Kokteyl 2
GLISIN-
Kokteyl 3
GLISIN-
Kokteyl 4
GLISIN-
Kokteyl 5
GLISINTRIS-
K
GLISINTRIS-
Kokteyl 1
GLISINTRIS-
Kokteyl 2
GLISINTRIS-
Kokteyl 3
GLISINNaOH-
K
GLISINNaOH-
Kokteyl 1
GLISINNaOH-
Kokteyl 2
TRIiS-K
TRIiS-Kokteyl
1
TRIiS-Kokteyl
2
TRiS-Kokteyl
3
TRiS-Kokteyl
4
TRiS-Kokteyl
5

134

3hf
-2,9
-34,1
-5,0
-64.9

-75,8

-17,8

Ortalama %PD

6hf  8hf
-0,8  -11,6
-38,6  -52,6
2,9 -154
-79,0  -87,7
-86,8  -914
1,3  -10,1
3,1 -9,7
-7,9 | -20,5
2,0 -11,5
24 -12,6
-224  -353
-329  -53.1
-1,2 -124
2,8  -10,0
-194  -31,1
-04  -11,9
04 -12,2
2,0  -10,7

12hf
-3,2

54,4

-143

-26,2

16hf
-2,0
-63,3

-30,4

20hf
-5,1

-63.9
-11,8
-97.9

-99,2

4.3.8. Laboratuvarlar arasi calisma verilerinin degerlendirilmesi

-1,1

b}

SL
(hf)
20,5

1,7
11,2

1,0

1,0
21,2

24

5.4

24

24

3,0

1,5

17,2
14,5

32
24
24

24

Laboratuvarlar aras1 ¢alismanin 2 aylik stabilite sonuglari Tablo 4.17°de verildi.

Materyallerin kodlamalari

X-Y-Z seklinde yapildi. X “hazirlanilan tampon veya

¢ozlicli”, Y “hazirlanan enzim aktivitesi” ve Z “coziilen liyofilize enzim markasi™n1

ifade etmektedir. %PD degerleri likit enzim materyali i¢in hesaplanan TLC degeri +

6,1 iizerinden degerlendirildi. %PD degeri TLC degerinin altinda kalanlar “*” ile

isaretlendi. Materyallerden %PD degeri TLC nin altinda olan 4 veya 5 laboratuvar

deney seti varsa gri ile isaretlendi
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Tablo 4.17: Laboratuvarlar aras1 ¢alismanin 2 aylik stabilite sonuglarinin

Icerik

GLISIN-
STOK200-
SORACHIM
GLISIN-STOKS0-
SORACHIM
GLISINTRIS-
STOK200-
SORACHIM
GLISINTRIS-
STOKS50-
SORACHIM
GLISINNAOH-
STOKS50-
SORACHIM
GLISINNAOH-
STOK200-
SORACHIM
TRIS-STOK200-
SORACHIM
TRIS-STOKS0-
SORACHIM
GLISIN-
STOK200-SIGMA
GLISIN-STOKS0-
SIGMA
GLISINTRIS-
STOK200-SIGMA
GLISINTRIS-
STOK50-SIGMA
GLISINNAOH-
STOK200-SIGMA
GLISINNAOH-
STOK50-SIGMA
TRIS-STOK200-
SIGMA
TRIS-STOKS0-
SIGMA
DSU-STOK200-
SIGMA
DSU-STOKS50-
SIGMA
DSU-STOK200-
SORACHIM
DSU-STOKS50-
SORACHIM
TRIS+%0.1ALB-
STOK200-
SIGMA
TRIS-+%0.1ALB-
STOKS50-
SORACHIM

Bezmialem

-14,8

22,4

-1,5%

0,0%

2,1%

-1,5%

-1,5%
-8,3
_3’8*
_3’7*
2,8%
-3,8%
2,8%
-5,8%
-1,0%
-8,0
-10,7
71,7
-2,9%
-19,2

0,5*%

0,0*

karsilastirilmasi

%PD degerleri

Gaziantep Ankara
-5,6% 1,9*
-58,6 25,9

7,4 -17.8
0,0%* -2,0%
-19,1 -34,0
-9,2 -28,2
-35,5 -41,1
-66,7 -72,9
28,3 2,8%
1,9% 1,9*
8,0 -10,4
-1,7 -15,4
-5,2% -16,6
-28.,8 17,3
-18,3 -30,8
-40,0 -46,0
18,4 -8,7
-26,4 1,9*%
-5,3*% 1,9*
-101,9 15,4
13,5 -1,9*%
0,0* 34,8
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Gaziantep
(Geri
yollanan)
3,7*
-31,0

-2,5%

2,0%

-31,9

22,6

65,5
93,8
0,9*
-5,6%

-0,9*

Ankara
(Geri
yollanan)
-0,5*

-6,0%

-27,7

-46,2
-31,3
-78,0

8,7



TRIS-+%0.1ALB- -1,4* 6,3 -2,4% 5,3* 7,2
STOK200-

SORACHIM

TRIS-+%0.1ALB- -2,1% 0,0* 40,4 10,6 2,1*
STOKS50-

SIGMA

4.3.9. Stabil olan ve olmayan kontrol materyallerinden bazilarinin grafiksel
olarak gosterilmesi

Gaziantep’teki merkeze gonderildikten sonra bize geri gonderilen GlisinTris
tamponunda Sorachim marka enzimle hazirlanmis enzim aktiviteleri 200 ve 50
civarlarinda olan kontrol materyallerinin 2 aylik takipleri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de
gosterildi (Stabil). Gaziantep’teki merkeze yollandiktan sonra bize geri gonderilen
GlisinNaOH tamponunda Sorachim marka enzimle hazirlanmis aktiveteleri 200 ve 50
civarlarinda olan kontrol materyallerinin 2 aylik takipleri Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te
gosterildi (Stabil olmayan).

Ankara’daki merkezde takipleri yapilan Glisin tamponunda Sigma marka enzimle
hazirlanmis aktiviteleri 200 ve 50 civarlarinda olan kontrol materyallerinin 2 aylik
takipleri Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’de gosterildi (Stabil). Ankara’daki merkezde takipleri
yapilan Tris tamponunda Sigma marka enzimle hazirlanmig aktiviteleri 200 ve 50
civarlarinda olan kontrol materyallerinin 2 aylik takipleri Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de
gosterildi (Stabil olmayan).

Calismamizda rutin laboratuvarimizda kullandigimiz G6PD tani kiti yiiksek ve diisiik
seviye kontrol deger araliklar1 kabul edilerek degerlendirme yapildi. Yiiksek seviye
kontrol ortalama degeri 200, standart sapmasi 25; diisiik seviye kontrol ortalama degeri
50, standart sapmasi 15 olarak kabul edildi. Sekillerde gosterilen stabil olan
materyallerinin aktivite takiplerinde + 1 SD icinde kaldig: goriildii.
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GLISINTRIS-STOK200-SORACHIM
275

250
225

200 \/\./

175

Aktivite

150
125

0.hf 1.5 hf 3. hf 6. hf 8. hf
Siire

Sekil 4.1: Laboratuvarlar arasi ¢alismada Gaziantep’ten geri yollanan GlisinTris-
Stok200-Sorachim kontrol materyalinin 2 aylik aktivite takibinin grafiksel gosterimi
(Stabil)

GLISINTRIS-STOK50-SORACHIM

95
80
65

50 — — /

35

Aktivite

20

0.hf 1.5 hf 3 hf 6hf 8 hf

siire

Sekil 4.2: Laboratuvarlar arasi ¢alismada Gaziantep’ten geri yollanan GlisinTris-
Stok50-Sorachim kontrol materyalinin 2 aylik aktivite takibinin grafiksel gosterimi
(Stabil)
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GLISINNAOH-STOK200-SORACHIM
275

250

225

200

Aktivite

175
150

125
0.hf 1.5hf 3.hf 6.hf 8.hf

Siire

Sekil 4.3: Laboratuvarlar arasi ¢alismada Gaziantep’ten geri yollanan GlisinNaOH-
Stok200-Sorachim kontrol materyalinin 2 aylik aktivite takibinin grafiksel gosterimi
(Stabil olmayan)

GLISINNAOH-STOK50-SORACHIM
95

80

65

50

Aktivite

35
20

0.hf 1.5hf 3.hf 6.hf 8.hf

Siire

Sekil 4.4: Laboratuvarlar aras1 ¢alismada Gaziantep’ten geri yollanan GlisinNaOH-
Stok200-Sorachim kontrol materyalinin 2 aylik aktivite takibinin grafiksel gosterimi
(Stabil olmayan)

66



GLISIN-STOK200-SIGMA

275
250
225

200 \//

175

Aktivite

150

125
0. hf 1.hf 2.hf 3.hf 4.hf 6. hf 8. hf

Siire

Sekil 4.5: Laboratuvarlar arasi ¢alismada Ankara’daki merkezde takipleri yapilan
Glisin-Stok200-Sigma kontrol materyalinin 2 aylk aktivite takibinin grafiksel
gosterimi (Stabil)

GLISIN-STOK50-SIGMA
95

80

65
50 ® \//
35

20

Aktivite

0.hf 1.hf 2.hf 3.hf 4.hf 1.5ay 2.ay
Siire

Sekil 4.6: Laboratuvarlar aras1 ¢alismada Ankara’daki merkezde takipleri yapilan
Glisin-Stok50-Sigma kontrol materyalinin 2 aylik aktivite takibinin grafiksel

gosterimi (Stabil)
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TRIS-STOK200-SIGMA
275

250
225
200
175
150

125
0.hf 1.hf 2.hf 3.hf 4.hf 6.hf 8.hf

Sekil 4.7: Laboratuvarlar arasi ¢aligmada Ankara’daki merkezde takipleri yapilan
Tris-Stok200-Sigma kontrol materyalinin 2 aylik aktivite takibinin grafiksel gosterimi
(Stabil olmayan)

TRIS-STOK50-SIGMA

95

80

65

50

Aktivite

35

FA.\./‘
20

0.hf 1.hf 2.hf 3.hf 4.hf 6.hf 8.hf

Siire

Sekil 4.8: Laboratuvarlar arasi1 ¢calismada Ankara’daki merkezde takipleri yapilan
Tris-Stok50-Sigma kontrol materyalinin 2 aylik aktivite takibinin grafiksel gosterimi
(Stabil olmayan)
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4.4, Liyofilize Kontrol Materyali Deney Verilerinin Degerlendirilmesi

4.4.1. Bezmialem Vakif Universitesi Biyokimya ARGE Laboratuvari’nda
yapilan liyofilizayon deney verilerinin sonuc¢larinin degerlendirilmesi

Sonuglar, hesaplanan TLC degeri + 17,1 {izerinden degerlendirildi. 7 giinliik takipte
%PD degeri, TLC degerinin altinda kalanlar gri ile isaretlendi. Hemolizatlardan 1/3
diliisyonda hazirlananlarin sonuglar1 Tablo 4.18°de, 1/10 diliisyonda hazirlananlarin
sonuclar1 ise Tablo 4.19°da verildi. Calisilan kombinasyonlardan 7. giin aktivite
alianlar sonuclara dahil edildi. Bunlarin CPDA ile hemolizat olusturulup, CPDA ile
liyofilizasyon sonrasi c¢oziilenler oldugu goriildii. CPDA tam kan havuzundan
hazirlanan hemolizatlar EDTA’l1 havuzdan hazirlananlardan daha iyi sonug verdi.
CPDA ile olusturulan hemolizatlardan liyofilize edilerek olusturulan materyaller 7
giinliik takiplerinde stabil olarak kalabildi. %PD degerleri degerlendirildiginde

gliseroliin stabilizasyona olumlu etki ettigi gozlendi.

Tablo 4.18: Bezmialem’de Caligilan Liyofilize Kontrol Materyali Stabilite Calisma Verileri

Icerik 1.giin 7.giin %PD
(Aktivite) (Aktivite)

CPDA1/3-EDTA stok 158 128 -19,0

CPDA1/3-%5 Gliserol-EDTA 139,8 128,3 -8,2

stok

CPDA1/3-%1 Albumin- 165,8 138,3 -16,6

EDTA stok

CPDA1/3-%3 Gliserol-EDTA 165,7 135,7 -18,1

stok

CPDA1/3-CPDA stok 128,0 107,0 -16,4

CPDA1/3-%1 Albumin- 131,3 105,8 -19.4

CPDA stok

CPDA1/3-%3 Gliserol- 124,5 108,3 -13,1

CPDA stok

CPDA1/3-%1 Albumin- 100,3 83,8 -16.,5

CPDA stok-2

CPDA1/3-%3 Gliserol- 88,0 87,3 -0,9

CPDA stok-2

CPDA1/3-%3 Gliserol+%1 92,3 93,0 0,8

Albumin-CPDA stok
Not: 1/3 diliisyonda hazirlanan hemolizat igeriklerine tabloda yer verilmistir
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Tablo 4.19: Bezmialem’de Calisilan Liyofilize Kontrol Materyali Stabilite Caligma Verileri

Icerik 1.giin 7.giin %PD
(Aktivite) (Aktivite)

CPDA1/10-EDTA stok 46,2 41,2 -10,8

CPDA1/10-%5 Gliserol- 27,3 30,8 12,8

EDTA stok

CPDA1/10-%1 Albumin- 53,0 448 -15,6

EDTA stok

CPDA1/10-%3 Gliserol- 39,8 35,3 -11,3

EDTA stok

CPDA1/10-CPDA stok 41,0 35,3 -14,0

CPDA1/10-%1 Albumin- 46,8 33,8 -27,8

CPDA stok

CPDA1/10-%3 Gliserol- 30,5 30,5 0

CPDA stok

CPDA1/10-%1 Albumin- 30,8 30,5 -0,8

CPDA stok-2

CPDA1/10-%3 Gliserol- 19,8 24,8 25,3

CPDA stok-2

CPDA1/10-%3 Gliserol+%1 20,3 233 14,8

Albumin-CPDA stok

Not: 1/10 diliisyonda hazirlanan hemolizat igeriklerine tabloda yer verilmistir.

4.4.2. TUBITAK Ulusal Metroloji Enstitiisii’nde yapilan liyofilizayon deney
verilerinin sonu¢larinin degerlendirilmesi

Sonuglar, hesaplanan TLC degeri + 17,1 lizerinden degerlendirildi. 7 giinliik takipte
%PD degeri, TLC degerinin altinda kalanlar gri ile isaretlendi. Calisilan tiim
kombinasyon igeriklerinin sonuglar1 Tablo 4.20’de verildi. CPDA ile olusturulan
hemolizatlardan liyofilize edilerek olusturulan materyaller 7 giinliik takiplerinde stabil
olarak kalabildi. %PD degerleri degerlendirildiginde gliserol ve albumin eklenmesinin
stabilizasyona olumlu etki ettigi gozlendi. Tablo 4.21 ve Tablo 4.22°de TUBITAK
UME’de hazirlanan ve sirasiyla +4 °C ve -20 °C kosullarinda 2 ay boyunca saklanan

liyofilize kontrol materyallerinin stabilite ¢aligma verileri gosterildi.

Tablo 4.20: TUBITAK UME’de Calisilan Liyofilize Kontrol Materyali Stabilite Calisma

Verileri
Icerik 1.giin 7.giin %PD
(Aktivite) (Aktivite)
Siikroz 1/2-EDTA stok 247 119 -51,8
Siikroz 1/5-EDTA stok 100 42 -58
Siikroz 1/10-EDTA stok 47 21 -55,3
Siikroz 1/20-EDTA stok 22 16 -50
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Siikroz 1/3-

% 1Albumin+%1Gliserol -EDTA
stok

Siikroz 1/10-

% 1Albumin+%1Gliserol -EDTA
stok

Siikroz 1/3-

% 1Albumin+%3Gliserol -EDTA
stok

Siikroz 1/10-

% 1Albumin+%3Gliserol -EDTA
stok

Siikroz 1/3-

%1 Albumin+5mMGlisin -
EDTAstok-3ml

Siikroz 1/10-

% 1Albumin+5mMGlisin -
EDTAstok

PBS 1/2-EDTA stok

PBS 1/5-EDTA stok

PBS 1/10-EDTA stok

PBS 1/20-EDTA stok

PBS 1/3-%1Albumin+%1Gliserol-
EDTA stok

PBS 1/10-

% 1Albumin+%1Gliserol-EDTA
stok

PBS 1/3-%1Albumin+%3Gliserol -
EDTA stok

PBS 1/10-%1Albumin+%3Gliserol
-EDTA stok

PBS 1/3-%1Albumin+5mMGlisin -
EDTA stok

PBS 1/10-%1Albumin+5SmMGlisin
-EDTA stok-3ml

CPDA 1/3- CPDA stok

CPDA 1/10- CPDA stok

CPDA 1/20- CPDA stok

CPDA 1/3-
%1Albumin+%1Gliserol -CPDA
stok

CPDA 1/10-
%1Albumin+%1Gliserol -CPDA
stok

CPDA 1/3-

% 1Albumin+%3Gliserol -CPDA
stok

CPDA 1/10-

%1 Albumin+%3Gliserol -CPDA
stok

CPDA 1/3-

%1 Albumin+5mMGlisin -CPDA
stok

168

56

162

53

242

54

200
107
55
27
164

49

161
42
150
80
150
43

22
154

55

146

42

180

63

26

79

31

151

21

17
34
25
13
90

21

53
16
37
34
131
38

19
140

49

132

39

-62,5

-53,6

-51,2

-41,5

-37,6

-61,1

91,5
-68,2
-54,5
-51,9
-45,1

-57,1

-67,1
-61,9
-75,3
-57,5
-12,7
-11,6

-13,6
-9,09

-10,9
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CPDA 1/10- 47 42 -10,6
%1Albumin+5mMGlisin -CPDA

stok

CPDA 1/3-%1Gliserol+5mMGlisin 155 136 -12,3
-CPDA stok

CPDA 1/10- 44 40 -9,1
% 1Gliserol+5SmMGlisin -CPDA

stok

“*» jle gosterilen satirdaki numune yogunlugundan dolay1 cihaz tarafindan ¢ekilemedi

Tablo 4.21: TUBITAK UME’de hazirlanan ve +4 °C kosullarinda 2 ay boyunca
saklanan liyofilize kontrol materyallerinin stabilite ¢calisma verileri

icerik 1.giin 7.giin %PD
(Aktivite) (AKktivite)

CPDA 1/3- CPDA stok 142 113 -20,4

CPDA 1/10- CPDA stok 34 27 -20,6

CPDA 1/20- CPDA stok 20 17 -15,0

CPDA 1/3- 147 121 -17,7

%1Albumin+%1Gliserol -CPDA

stok

CPDA 1/10- 51 41 -19,6

%1Albumin+%1Gliserol -CPDA

stok

CPDA 1/3- 138 120 -13,0

% 1Albumin+%3Gliserol -CPDA

stok

CPDA 1/10- 36 32 -11,1

% 1Albumin+%3Gliserol -CPDA

stok

CPDA 1/3- 144 113 -21,5

%1 Albumin+5mMGlisin -CPDA

stok

CPDA 1/10- 42 35 -16,7

%1 Albumin+5mMGlisin -CPDA

stok

CPDA 1/3-%1Gliserol+5mMGlisin 145 113 -22,1

-CPDA stok

CPDA 1/10- 41 36 -12,2

%1Gliserol+5mMGlisin -CPDA

stok
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Tablo 4.22: TUBITAK UME’de hazirlanan ve -20 °C kosullarinda 2 ay boyunca
saklanan liyofilize kontrol materyallerinin stabilite calisma verileri

Icerik 1.giin 7.giin %PD
(Aktivite) (Aktivite)

CPDA 1/3- CPDA stok 149 123 -17,4

CPDA 1/10- CPDA stok 39 35 -10,3

CPDA 1/20- CPDA stok 19 17 -10,5

CPDA 1/3- 147 129 -12,2

% 1Albumint+%1Gliserol -CPDA

stok

CPDA 1/10- 50 41 -18,0

%1Albumin+%1Gliserol -CPDA

stok

CPDA 1/3- 140 119 -15,0

% 1Albumin+%3Gliserol -CPDA

stok

CPDA 1/10- 37 33 -10,8

% 1Albumin+%3Gliserol -CPDA

stok

CPDA 1/3- 150 122 -18,7

%1 Albumin+5mMGlisin -CPDA

stok

CPDA 1/10- 45 37 -17,8

%1 Albumin+5mMGlisin -CPDA

stok

CPDA 1/3-%1Gliserol+5mMGlisin 148 122 -17,6

-CPDA stok

CPDA 1/10- 40 35 -12,5

% 1Gliserol+5mMGlisin -CPDA

stok
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5. TARTISMA

Universitemiz biinyesinde iirettigimiz G6PD aktivite &lgiim kiti, validasyon
caligmalar1 tamamlandiktan sonra rutin laboratuvarimizda kullanilmaya baslandi.
Yaptigimiz 6n caligmalarda kullanmakta oldugumuz likit enzim kontrol materyalinin
merkezler arasinda transferi sirasinda sicaklik degisiminden etkilenerek aktive
kaybina ugradig1 tespit edildi. Universitemiz biinyesinde iirettigimiz G6PD aktivite
Olctim kiti i¢in dis kalite kontrol programina dahil olundu. Sonuglarin hedeflenen
degere yakin ve zamana gore tutarli oldugu goriildii. Sonrasinda, tez ¢alismamizda
farkli yontem ve kimyasal kullanilarak likit enzim, likit tam kan ve liyofilize kontrol
materyalleri {izerinde ¢aligilarak stabilitesi en uzun G6PD kontrol materyalini

gelistirmek hedeflendi.

5.1. Likit Tam Kan Kontrol Materyali

Giliniimiizde G6PD calisan laboratuvarlar, aktivite 6l¢iimii i¢in EDTA antikoagiilani
iceren tliplere alinan numuneleri kullanmaktadirlar. Bu tiiplerde aktivite dl¢limiiniin
yani sira hemogram parametreleri de ¢alisilabilmektedir. EDTA, kan hiicrelerinin iyi
korunmasini saglayan ve G6PD stabilitesi i¢in uygun bir antikoagiilandir. Jalil N ve
ark., G6PD enzim aktivitesinin +4°C’de 72 saate kadar stabil oldugunu gostermislerdir
[98]. Fakat literatiirde 4 saat gibi kisa bir siire stabilite saglandigini gosteren galisma
da mevcuttur [99]. Calismamizda +4°C saklama kosullarinda EDTA’11 tiiplerde enzim
aktivitesinin yaklasik 3 hafta stabil kaldigi bulunmustur. Fakat rutin laboratuvar
pratigimizde 1 haftaya kadar stabil kaldigin1 gozlemlenmistir. Bu farkliliklarin varhigi,
bizlere laboratuvar arasi farkli saklama, calisma kosullar1 ve kullanilan malzemelerin
kalitesiyle alakali olabilecegini diislindiirmektedir.

ACD tiipleri, antikoagiilan katki maddesi karigimi olarak belirli oranda trisodyum
sitrat, sitrik asit ve dekstroz icermektedir. Bu soliisyonun i¢indeki dekstroz, hiicrelerin
metabolize olmasmi ve canli kalmasini saglayan bir nutrienttir. Bu tiipler,
immiinohematoloji testlerinde, kan grubu tespitlerinde kullanilmaktadir. CPDA tiipleri
igerisindeki karigim sitrik asit, monobazik sodyum fosfat, dekstroz ve adenin
icermektedir. Igerisinde bulunan sitrat, kan érneginin pthtilasmasini énler. Fosfat, pH
degerini tamponlar. Dektroz, hiicre metabolizmasini korur. Adenin ise depolama

sirasinda ATP’nin korunmasini destekler [100]. CPDA tiipleri de immiinohematoloji
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testlerinde, kan grubu tespitlerinde kullanilmaktadir. Bu iki tiip de hiicre korunmasini
gerektiren durumlarda kullanilabilmektedir. Universitemiz biinyesinde {irettigimiz
kitimizin en biiyiik avantajlarindan biri numune hazirligi (hemolizat olusturulmasi)
gerektirmeden tam kan numunesiyle c¢alisilabilmesidir. Bu sebeple stabilizasyonda
hiicrenin korunmasi 6nem tagimaktadir. Calismamizda deney setlerimize bu nedenle
ACD ve CPDA tiiplerine alinan numuneler de eklendi. Stabilite takiplerinde ACD ve
CPDA tiiplerinin +4°C saklama kosullarinda 6-8 hafta arasinda stabil kaldig1 goriildii.
45°C ve +4°C kosullarinda yaptigimiz deneyler sonucunda kontrol materyali olarak
likit tam kanin kullanilmasinin uzun stire depolama ve uzak merkezler arasi transport
kosullarinda bir avantaj saglamayacagi1 sonucuna varildi. Fakat, G6PD enzim aktivitesi
calismak isteyip hemen calisamayan ve numunelerin dis merkeze transportunu

gerektiren durumlarda ACD ve CPDA igeren tiipler kullanilabilir.

5.2. Likit Enzim Kontrol Materyali

Enzim aktivitesi enzim ve substrat konsantrasyonu, pH, sicaklik gibi faktorlerden
etkilenmektedir. Caliymamizda iki farkli markanin (Sigma ve Sorachim) liyofilize
G6PD enzimi farkli tampon ve kombinasyonlarda ¢oziilerek ¢alisildi. Tki markanin
prospektiisiinde de optimum pH 7.8, optimum sicaklik 50-55°C ve pH stabilitesinin 5-
11 aras1 oldugu belirtilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda, tasima ve saklama kosullarini
ongorerek 45°C inkiibasyon ve 4°C saklama kosullarinda deneylerimiz planlandi.
Hazirladigimiz farkli tampon ve kombinasyonlardaki kontrol materyallerinin 45°C ve
4°C’de calistigimiz siirelerin sonundaki %PD degerleri karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli pozitif yonde korelasyon saptandi (r=0,891, p<0,0001). Genel olarak
bir iirliniin raf dmriinii veya belirli kosullara dayanikliligini belirlemek i¢in laboratuvar
kosullarinda yaslandirma testleri kullanilmaktadir. Elde ettigimiz bu sonug, sicaklik
inkiibasyon deneyleriyle stabilite caligsmalarini kisa siirede sonuglandirabilecegimizi
gostermektedir.

Glisin, en kiiglik aminoasittir. Asimetrik karbonu ve optik izomeri yoktur. R grubunun
yerinde H atomu bulundugundan proteinlerin hidrofilik ve hidrofobik bolgelerinde yer
alabilir [8]. Glisinin pKa degeri 2.35 ile 9.78 arasindadir ve izoelektrik noktasi
6.06’dir. Glisin, protein formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilan bir
stabilizatordiir. Bir zwitterion olan glisin hem negatif hem de pozitif yiiklii gruplar

aracilifiyla proteinle etkilesime girme yetenegine sahiptir ve boyutunun kiiciik
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olmasindan dolay1r proteinin birden fazla kismina baglanmasi sterik olarak
engellenmez [101]. Bu zayif etkilesimler proteinin sekli, yiikii ve potansiyel bolgelerin
sayisina gore degisebilmektedir. Konulan konsantrasyon miktarina goére protein
stabilizasyonuna etki mekanizmasinin farkli olabilecegi tahmin edilmektedir. 100
mM'nin altindaki konsantrasyonlarda glisinin protein termal stabilitesi lizerindeki
etkisinin, peptit omurgasi ile etkilesimine atfedilebilecegi ileri stiriilmektedir [101].
Peptit omurgasi ile olan etkilesimlerin veya itmelerin protein stabilizasyonunda 6nemli
bir rol oynadigi iyi bilinmektedir [102]. 100 mM'nin {izerindeki konsantrasyonlarda
glisinin, tuzlarda goriilene benzer sekilde, agilan protein ile yardimei ¢dziinenler
arasindaki su rekabetine bagli olabilecegi 6ne siiriilmektedir [101, 103]. Sonug olarak
glisin enzimlerin yapisini koruyarak termal denatiirasyona kars1 koruma saglayabilir.
Bunun yani sira Tris gibi tamponlarla birlikte kullanildiginda enzimlerin stabilitesini
daha genis bir pH araliginda korumak igin etkili bir tampon sistemi olusturabilir. Bu
sebeple deneylerimizde glisin iceren tamponlara yer verildi. Tampon
degerlendirilmesi yaptigimiz deneylerde hem 45 °C hem 4 °C’de GlisinTris tamponu
icinde hazirlanan materyal belirlenen siirelerde stabil olarak kaldi. Fakat ilerleyen
deney basamaklarinda farkli kimyasal maddeler ekleneceginden hazirlanan tiim
tamponlara yer verildi.

Enzimler tiretim, depolama ve endiistrideki uygulamalar sirasinda ¢esitli denatiirasyon
reaksiyonlarina ugrarlar. Denatiire edici etki ortadan kaldirilirsa bu durum tersine
cevrilebilmektedir. Ancak, denatiirasyon geri doniisii olmayan bir aktivite kaybina
veya inaktivasyona da yol agabilmektedir [104]. In vitro enzim stabilitesinin iki farkli
tanim1 zamanla ortaya ¢ikmistir: termodinamik (konformasyonel) stabilite ve uzun
vadeli  (kinetik)  stabilite. = Termodinamik  stabilite, katlanmig  protein
konformasyonunun denatiirasyonuna karsi direnciyle ilgilidir. Uzun vadeli stabilite ise
geri donlisiimsiiz inaktivasyona karst direnci Ol¢er [104]. Sicaklik, pH, kimyasal
maddeler, otoliz (proteazlar) veya iyonik kuvvet gibi ¢esitli ajanlarin bir enzimin
mekansal konfigiirasyonunda ve aktivitesinde degisikliklere sebep oldugu
bilinmektedir [105].

Enzim stabilizasyonu {izerinde yapilan c¢aligmalarin ¢ogu en popiiler enzim
stabilizasyon yontemi olan katki maddelerinin eklenmesi iizerine olmustur. Katki
maddelerinin kullanilmasi, depolama siiresini artirmak icin iyi bir yaklagimdir.
Stabilizasyon malzemelerinden bazilar1 reaksiyon sistemiyle uyumsuz olmasi

sebebiyle enzimin ¢alismasini engelleyebilmektedir. Stabilizasyon i¢in kullanilmasi
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gereken konsantrasyonlar kabul edilebilir olmayabilir veya ekonomik olmayabilir. Bu
dezavantajlara ragmen, piyasada bulunan enzimlerin ¢cogu katki maddeleri kullanilarak
stabilize edilmektedir. Katki maddeleri ligandlar, tuzlar, polioller ve sekerler,
kriyoprotektanlar, polimerler gibi basliklar altinda toplanabilmektedir. Hangi katki
maddesinin kullanilacagina enzimin fizikokimyasal 6zellikleri ve ihtiyaca gore karar
verilmektedir.

Enzim stabilizasyonunda substrat ve kofaktorler de kullanilmaktadir. Bir enzimin
substrati, koenzimi veya bagladigi herhangi bir kiigilk molekiiliin varliginda
stabilitesinin artmasi, baglanma agilma dengesinin degismesi ve enzimin katlanmamis
durumlariin konsantrasyonunu azaltmasi sebebiyle olabilir [106]. Bu bilesikler,
enzimatik reaksiyonlarin dogal akisinda olduklarindan dolay1 6nemlidirler [104]. Bu
molekiillerin kullanilmasi stabilizasyona, labilasyona yol agabilir veya hic etkisi
olmayabilir. Yapilan bir ¢aligmada laktat dehidrojenaz, kofaktéri NAD, NADH
tarafindan termal denatiirasyona kars1 stabilize edilirken, substrati piriivat tarafindan
destabilize edilmistir [104]. Baska bir ¢alismada G6PD, substrati glukoz-6-fosfat ve
kofaktorii NADP tarafindan hem termal hem de ultrasonik inaktivasyon kosullarinda
stabilize edilmistir [107]. Calismamizda bu sebeple farkli konsantrasyonlarda NADP
eklenerek deney setleri olusturuldu. Fakat konsantrasyonun artmasiyla birlikte enzim
aktivitesinin ve SL degerinin diistiigli bulundu. 45°C’de GlisinTris tamponunun igine
konulan NADP’nin %PD degerini azalttigi goriildii ve bu kombinasyon belirlenen
sirede stabil kaldi. 4°C’de de GlisinTris tamponundaki %PD degerleri diger
kombinasyonlara gore diisiik bulundu. Diger kombinasyonlarda stabilizasyona olumlu
bir etkisinin olmadiginin goriilmesi sebebiyle bu bulgunun GlisinTris tamponunun
stabilizasyona olan olumlu etkisi olarak yorumlandi.

Bovin serum albumin (BSA)'in, 40°C ile 50°C arasinda kismi agilma ile proteinin 1s1
denatiirasyonunu degistirebilecegi, ylizeydeki apolar kalintilar1 ortaya ¢ikararak geri
doniistimli protein-protein etkilesimlerini kolaylastirabilecegi bildirilmistir [108]. Bir
calismada BSA ile modifiye edilmis a-amilazin aktivitesi ve termal stabilitesi
incelenmis olup termal inaktivasyonun BSA modifikasyonuyla 6nemli dl¢lide azaldig:
bulunmustur [108]. Baska bir ¢alismada BSA'nin isitilmis enzim ile hidrofobik
etkilesimler yoluyla enzimi stabilize ettigini ve ylizey hidrofobikliginin, proteinin
stabilizasyonunda ana etken oldugunu gostermislerdir [109]. Diliie protein ¢ozeltileri
(<1 mg/ml) diisik seviyelerde depolama sirasinda kaba baglanma nedeniyle

inaktivasyon ve aktivite kaybina ugrayabilmektedir. Bu nedenle, bu tiir protein
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cozeltilerini korumak amactyla "tastyic1" veya "doldurucu" protein olarak
saflastirilmis BSA 1-5 mg/ml (%0.1-0.5) eklemek yaygm bir uygulama olarak
kullanilmaktadir [110]. Bu sebeple belirlenen sicakliklarda hem sadece albumin hem
de NADP ile birlikte albumin deney setleri tasarlanarak c¢alisildi. Konsantrasyon
arttikca %PD degerine olumlu etkisi olmadi. Bu deney setinde de GlisinTris tamponu
on plana c¢ikti. NADP ile albumin kombinasyonunda da konsantrasyonlarin arttikca
%PD degerinin artmasit 6n planda NADP’nin stabiliteye olan olumsuz etkisini
diistindiirdi.

Antikorlar, reseptorler, hormonlar ve enzimler gibi farkli protein tiirleri genellikle bir
veya daha fazla sistein (Cys) kalintis1 igermektedir. Bu kalintilar intra- ve inter-
molekiiler disiilfid baglarinin olusumuna dahil olabilir veya serbest tiyoller olarak
bulunabilir. Dogal yapida olmayan intramolekiiler disiilfid baglarinin olusumu, protein
yanlis katlanmasina ve bunun sonucunda agregasyon ve ¢okelmeye yol acabilmektedir
[111].

Intramolekiiler disiilfid baglarmn proteinlerin termal stabilitesine katkida bulundugu
bilinmektedir. Aspergillus niger fitazindaki bes disiilfid baginin tamaminin
indirgenmesi, konformasyonel degisiklik ve/veya katlanmanin agilmasi nedeniyle
enzimi inaktive etmektedir [112]. Cys mutasyonu ile bir disiilfid baginin
tanitilmasinin, bazi proteinlerin fiziksel stabilitesini artirdig1 gosterilmistir. Subtilisin
E o6rneginde, Gly61Cys ve Ser98Cys mutasyonlar1 ve ardindan Cys61-Cys98 disiilfid
baginin olusumu, erime sicakliginda 4.5 °C artis ve yar1 d6mrii dogal proteinin ti¢ kati
olan aktif bir enzim {iretilmesini saglamistir [113]. Baska bir ¢alismada, alkalen
fosfataz (AP) i¢indeki Ser52, Ser53, Ser78, Ser79 ve Ser80, ilgili alanlar mutasyonlara
ugratilarak yeni Cys kalintist ile Cys67 arasinda bir distilfid bagi olusturulmustur. Tiim
disiilfid mutantlari, dogal AP'den daha iyi termal kararliliga sahip iken daha diisiik
enzimatik aktivite gostermislerdir [114]. Ozetle, proteinlere intramolekiiler olarak
disiilfid baglarinin eklenmesi protein stabilitesini artirabilirken, intermolekiiler
disiilfid baglarmin olusumu bir proteini instabil hale getirebilir [115].

Sisteinlerin oksidasyonunu ve disiilfid bagi olusumunu 6nleyerek proteini indirgenmis
durumda tutmak i¢in ditiyotreitol (DTT) ve B-merkaptoetanol (B-ME) gibi indirgeme
ajanlar1 kullanilmaktadir [110]. DTT, molekiiler biyolojide bir enzim stabilize edici
madde olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. DTT, proteinleri indirgenmis durumda
tutmaya yarayan bir maddedir. SH (tiyol) gruplarinin oksidasyonunu onlemek ve

disiilfitleri ditiyollere indirgemek igin koruyucu bir madde olarak biyokimyasal
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caligmalarda kullanilmaktadir [116]. B-ME de disiilfid baglarin1 indirgemek igin
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda hidroksil radikallerini temizleyerek biyolojik bir
antioksidan gorevi gormektedir. Bazi1 proteinler, B-ME'nin disiilfid baglarini kirma
yetenegi araciligiyla denatiire olabilmektedir. Bu sayede, bazi proteinlerin hem
ticiinciil yapisi hem de dordiinciil yapisi bozulabilmektedir. Proteinlerin yapisini
bozma yetenegi nedeniyle, proteinlerin analizlerinde kullanilmaktadir [117].
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA), onlarca yildir proteaz inhibitorii ve metal iyon
temizleyici olarak kullanilan bir selatordiir. EDTA, metal-EDTA kompleksleri
olusturmak i¢in kalsiyum, magnezyum, g¢inko, bakir, demir, manganez gibi iki
degerlikli katyonlar1 selatlar. Antibakteriyel bir madde olarak, dis zardaki kalsiyum ve
magnezyum iki degerlikli katyonlar1 uzaklastirabilir ve zar lipopolisakarit kaybina
neden olarak bakterileri bakterisitlere karsi duyarli hale getirebilmektedir [118].
Ortamdaki serbest radikal reaksiyonlarin1 ve oksidasyon siireglerini azaltabilmektedir
[119]. EDTA, metal iyonlarinin enzimlerin aktif bolgelerine baglanarak onlarin
yapisini bozabilecegi durumlarda metal iyonlarini selatlayarak enzim inaktivasyonunu
Onleyebilmektedir. Hem selatlama 6zelligi hem de oksidatif strese karst korumasi
sebebiyle enzim yapisi1 ve fonksiyonunu korur. Bu sayede uzun siirekli saklama veya
analiz sirasinda enzimlerin aktivitesinin diismesini engelleyebilir. Bu durum
laboratuvar ¢aligmalarinda enzimlerin giivenilir sonu¢ vermesi agisindan Onem
tasimaktadir. Proteazlar, proteinlerin par¢alanmasina sebep olan enzimlerdir. EDTA,
metal iyonlarim1 selatlayarak proteazlarin aktivitesini inhibe eder ve proteinlerin
yapisini korur.

Glutatyon yapisindaki sisteinin siilfidril grubu (—SH), indirgeme ve konjugasyon
reaksiyonlarmma  katilmaktadir. GSH, protein disiilfid baglarmin  yeniden
diizenlenmesinde rol oynamakta ve peroksitleri azaltmaktadir [120]. GSH, antioksidan
roli ve disiilfid baglarmin azaltilmasini saglamasi sebebiyle enzimlerin
fonksiyonlarini siirdiirmesini saglayabilmektedir.

N-asetil-L-sistein (NAC), dogal amino asit L-sisteinin N-asetillenmis tiirevi olan bir
N-asetil-L-amino asittir. Antioksidan, antiviral, parasetamol zehirlenmesine karsi
antidot, mukolitik vs olarak pratikte kullanimlar1 mevcuttur [121] .

Indirgeyici ve antioksidan dzellikte olan bu kimyasallarla deneylerimizde kullanilmak
tizere 5 farkli kokteyl hazirlanarak tamponlar igerisine eklendi. Sonrasinda belirlenen
sicakliklarda test edildi. Tampon olarak Glisin, Glisin Tris ve Tris tamponlari

stabiliteye olumlu etkisi agisindan 6n plana ¢ikti. Kokteyllerden 2 numarali kokteylin
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stabiliteye olumlu bir etkisi olmadi. Buna i¢inde bulunan NADP molekiiliiniin sebep
oldugu diisiiniildii. GlisinTris ve Tris tamponlarinda hazirlanmis 1 numarali kokteylin
45 °C’lik inkiibasyonda 24 saat stabil kaldig1 goriildii. Yiiksek sicakliklar, enzim
yapisint bozarak aktif bolgelerinde degisikliklere sebep olabilmektedir. Bu
degisiklikler  serbest oksijen radikallerine karst daha duyarli hale gelmesini
saglamaktadir. Bu durum, enzimlerin stabilitesini olumsuz yonde etkileyebilmektedir.
Bu sebeple antioksidan kimyasallarla olusturulmus kokteyller yiiksek sicakliklarda ve
uzun depolama siirelerinde fayda saglayabilir.

Enzimlerin ideal olarak calisabilmesi i¢in optimum pH kosullarini saglamak
gereklidir. Deney verilerimizi degerlendirdigimizde enzimin pH 8 civarlarinda olan
Glisin (pH:8.42) ve GlisinTris (pH:8.71) tamponlarinda daha stabil ¢alistig1 gozlendi.
Yapilan bir ¢alismada G6PD’nin optimum pH’s1 8, kararli oldugu pH 8.5 olarak
belirlenmistir [122]. Antioksidan kimyasallarla olusturulmus kokteyller yiiksek
sicakliklarda ve uzun depolama siirelerinde fayda saglayabilir. Bu sebeple farki
kimyasallar kullanildiginda olusabilecek pH degisikliklerine karsi tamponlama giicii
de dnemlidir. Tablo 3.5’te yaptigimiz pH calismasinda GlisinTris ve Tris tamponlari
olusturdugumuz kokteyllerde ideal pH’yi korumaktaydi.

Deney sonuglarimizin pratik uygulamaya yansimasini1 gérmek amaciyla laboratuvarlar
arast c¢alisma planlandi. Ik asamada hazirlanmas: kolay ve basit igeriklerin
calisilmasinin uygun olacagina karar verildi. Deney sonucglarimizda o6zellikle
GlisinTris ve Glisin tamponlarinin stabiliteye olan olumlu etkisinin goriilmesinden
yola ¢ikilarak hazirlanan tampon ¢esitleriyle ¢alisildi ve deney setlerine kontrol olarak
distile suda ¢oziilmiis materyal ornekleri de konuldu. Bu ¢alismada da Glisin ve
GlisinTris tamponlarinda hazirlanmis likit enzim kontrol materyallerinin daha stabil

oldugu goriildii.

5.3. Liyofilize Kontrol Materyali

Teorik olarak G6PD enzim aktivitesi normal ve eksik olan bireylerden alinan tam kan
ornekleri en 1yi kontrol materyalidir. Fakat uzun siireli depolama ve uzak merkezlere
transferde stabil degillerdir. Bu sebeple liyofilize kontrol materyali lireterek caligmak

iyi bir alternatiftir. Literatiirde Tayvan’da yapilmis bir calismada, dogrulama testleri
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icin eritrositlerden liyofilize kalite kontrol materyalleri ve tarama testleri i¢in tam
kandan kurutulmus kan numuneleri hazirlanarak ¢ok merkezli kalite kontrol programi
gelistirilmistir [123]. Baska bir ¢alismada, nitel bir yontemde kontrol materyali olarak
kullanilmak tizere Escherichia coli'den liyofilize insan rekombinant G6PD (r-G6PD)
gelistirilmistir. Sonuglarda, G6PD aktivitesinin -80°C, 4°C, 30°C ve 45°C'de
saklandiginda en az 365 giin stabil oldugunu ve 55°C'de saklandiginda enzim
aktivitesinin yalnizca 28. giine kadar stabil oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla tiretilen
liyofilize materyalinin kontrol materyali olarak kullanilabilecegi belirtilmistir [124].
Yine bir tez ¢alismasinda normal ve eksikligi olan bireylerden alinan eritrositlerden
siikroz ¢oOzeltisiyle hemolizat olusturup stabil liyofilize kontrol materyali
gelistirilmistir [125].

Literatiirde gelistirilen kontrol materyallerinde hem EDTA’li hem CPDA’l1 tam kan
stoklariyla galisilmistir [126]. Calismamizda da her iki antikoagiilanda toplanan tam
kan stoklariyla c¢alisildi. CPDA’In stoklardan alinan eritrositlerden hazirlanan
hemolizatlardan stabilizasyon c¢alismalarinda daha iyi sonuglar alindi. Hemolizat
olustururken kullanilan tamponlar ve kimyasallar liyofilizasyon islemi sirasinda ve
sonrasinda enzimi korumaktadir. Bu sebeple calismamizda daha ¢ok bu asamaya
yogunlasildi. Distile su, PBS, siikroz, tris tamponu, stabilize edici soliisyon ve CPDA
ile farkl1 diliisyonlarda hemolizat olusturularak liyofilize edildi. Liyofilizayon sonras1
cozildiikten sonraki ilk aktiviteler degerlendirildiginde PBS, siikroz ve CPDA
soliisyonlarinda hazirlananlar 6n plana ¢ikti.

Dondurma asamasinda pH degisikliklerini ayarlamak ve korumak ideal bir tampon
kullanmakla miimkiindiir. Bir calismada stabiliteyi artirmak i¢in liyofilizasyon
asamasinda fosfatli tampon kullanilarak stabilite saglanmistir [127]. Esparaza ve
arkadaglar ise yaptiklar1 calismada PBS tuzlarinin kek gozenekliligini iyilestirdigini
ve liyofilize keklerin sulandirma siiresini hizlandirdigini bildirmislerdir [128].
Calismamizda PBS tamponu ve icerisine albumin, gliserol ve glisin gibi liyoprotektan
maddeler eklenerek farkli hemolizat igerikleri hazirlandi. Liyofilizasyon sonrasi distile
su, PBS ve CPDA soliisyonlartyla oda sicakliginda ¢oziildii. 1 haftalik takiplerde
stabilizasyon saglanamadi. Bunun yani sira numunelerdeki yogunlagma sebebiyle
cihazin numune pipetleme siireci sirasinda sorunlar yasandi.

Siikroz, ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan 6nemli kriyoprotektan ve
liyoprotektanlardan biridir. Kriyoprotektan olarak etkisini protein molekiiliiniin i¢inde

bulundugu ¢ozeltide bosluk olusturarak donma hasarma karst koruyarak
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gostermektedir [129]. Siikroz, liyofilize edilecek iiriiniin konsantrasyonunun ¢ok
diisiik goriinmesi durumunda formiilasyona hacim katmak i¢in kullanilabilmektedir.
Bunun yani sira, osmotik basinci kontrol ederken izotonik bir ortam saglamakta ve
liyofilizasyon asamasinda donma-kurutma streslerinden korumaktadir. Bu 6zellikleri
sayesinde liyofilizasyon asamasinda molekiilleri koruyarak stabilizasyonu
saglamaktadir[130, 131]. Literatiirde liyoprotektan olarak kullanilan g¢alismalarda
farkli konsantrasyonlar iizerinde ¢alisilmistir [132, 133]. G6PD kontrol metaryali
tizerinde ¢alisilan bir tezde %S5 siikroz ¢ozeltisi iginde hazirlanan hemolizatin liyofilize
edilmesiyle enzim stabilizasyonu saglanmistir [125]. Calismamizda bu bilgi
dogrultusunda %35 siikroz c¢ozeltisiyle calisildi. Cozeltiye liyoprotektan ozellik
gosteren gliserol, albumin ve glisin gibi maddeler eklenerek farkli hemolizat icerikleri
de hazirlandi. Liyofilizasyon sonrasi distile su, siikroz ve CPDA soliisyonlariyla oda
sicakliginda ¢ozildi. 1 haftalik takiplerde stabilizasyon saglanamadi. CPDA
sollisyonuyla ¢6ziilen numunelerin aktivite diislis hizinin yavagladigi goriildi.

CPDA soliisyonu sitrat, fosfat, dekstroz ve adenin igermektedir. Sitrat, dondurma
asamasinda pH degisikliklerini ayarlamak ve korumak icin tampon olarak
kullanilabilmektedir. Bir calismada siikroz ¢ozeltisine sodyum sitrat eklenmesi sonrasi
liyofilizasyon yapilmasi, siikrozdan daha yiiksek bir cam gegis sicakligina (Tg) yol
acmustir. Yiiksek Tg degerleri, liyofilizasyon sirasinda kullanilan malzemenin daha
kararli ve azalmig reaktiviteye sahip oldugunu goésterebilmektedir [134]. Bu durum,
materyalin depolama ve tagima sirasinda daha dayanikli olmasini saglayabilmektedir.
I¢inde bulunan fosfat da liyofilizasyon asamalarinda pH degisikliklerini korumak igin
Oonemlidir. Soliisyonun i¢inde bulunan dekstrozun da siikroz gibi gorev gordiigiinii
tahmin etmekteyiz. Calismamizda CPDA soliisyonu kullanarak ve gliserol, albumin
ve glisin gibi liyoprotektan maddeler de eklenerek cesitli diliisyonlarda hemolizat
igerikleri olusturuldu. Liyofilizasyon sonrasi distile su ve CPDA soliisyonlariyla oda
sicakliginda ¢ozildii. 7 giinliik aktivite takiplerinde CPDA kullanilarak c¢oziilen
orneklerde stabilite saglandi. Calistigimiz diger deney setlerinde de stabilizasyon
saglanmasa bile liyofilizasyon sonrast CPDA soliisyonuyla ¢dzmenin aktivite diisiis
hizin1 yavaglattigi goriildii. Bu durumun CPDA soliisyonunun tamponlama giiciine
bagli oldugunu diisiinmekteyiz.

Ayrica eklenen kimyasallardan o&zellikle gliserol olmak iizere albuminin de
stabilizasyona olumlu etkisi gozlendi. Gliserol hem liyoprotektan hem de

kriyoprotektan olarak gorev yapmaktadir. Liyofilizasyon isleminde hem donma hem
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de kuruma streslerine karst koruma saglayarak stabilizasyona katkida bulunur. Ayni
zamanda osmotik basinci kontrol eder [95, 135, 136]. Bir ¢alismada, gliserol 6n
isleminin liyofilize eritrositlerin geri kazanimi ve antioksidan enzimlerin aktiviteleri
tizerinde faydali etkileri oldugunu géstermislerdir [137]. Albuminin de kriyoprotektan
veya liyoprotektan olarak kullanilarak proteinlerin stabilitesini arttirdigi calismalar
mevcuttur [138, 139]. Calismamizda hazirlanan liyofilize kontrol materyalleri deney
setlerinden bazilar1 -20°C ve 4°C’de muhafaza edildi. 2 ay muhafaza edildikten sonra
¢oziilen materyallerin stabilite calisma verilerinde -20 °C kosullarinda saklamanin
faydali olacagi goriildii. Bunun yani sira her iki kosulda saklanmasi gerekirse de
albumin ve gliserol gibi liyoprotektan maddelerinin stabiliteye olumlu etkisi olacagi
gbzlemlendi.

Bezmialem Vakif Universitesi Tibbi Biyokimya Ar-Ge Laboratuvar1 ve TUBITAK
Ulusal Metroloji Enstitiisii’nde liyofilizasyon sonrasi materyallerde elde ettigimiz
sonuclar benzerdi. AR-Ge laboratuvarimizdaki liyofilizatériimiizde dondurma
asamast cihaz disinda yapilmakta, kurutma asamalarinda sicaklik degisimi
yapilamamakta ve basing degisikleri manuel gergeklestirilmekteydi. Islem bittikten
sonra kapaklar manuel kapatilmaktaydi. TUBITAK UME’de calisilan liyofilizatrde
dondurma agamasi liyofilizatdrde baslatilarak, isleme baslamadan 6nce sisteme girilen
prosediire gore basing degisiklikleri ve raf sicakligi otomatik olarak degismekteydi.
Ayn1 zamanda uzaktan takip sistemi sayesinde asamalar1 takip ederek gerekli durumda
ek basamak eklenebilmekteydi. Islem bittikten sonra ise azot atmosferi altinda
kapaklar kapatilmaktaydi. Stabilize ve standardize kontrol materyalleri tiretmek i¢in
bahsedilen her asamanin ideal sekilde takip edilmesi 6nemlidir. Bu sebeple kullanacak

liyofilizator segeneklerine dikkat edilmelidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Caligmamizda farkli yontem ve kimyasallar kullanilarak stabilitesi uzun G6PD kontrol
materyali gelistirmek hedeflendi. Likit tam kan, likit enzim ve liyofilize kontrol
materyalleri lizerine ¢alisildi.

Likit tam kan kontrol materyali i¢in planladigimiz 45°C ve +4°C kosullarinda
yaptigimiz deneyler sonucunda kontrol materyali olarak likit tam kanin
kullanilmasinin uzun siire depolama ve uzak merkezler arasi transport kosullarinda bir
avantaj saglamayacagi sonucuna varildi. Stabilite takiplerinde ACD ve CPDA
tiiplerinin +4°C saklama kosullarinda 6-8 hafta arasinda stabil kaldig1 goriildi. G6PD
enzim aktivitesi caligmak isteyip hemen calisamayan ve numunelerin dis merkeze
transportunu gerektiren durumlarda ACD ve CPDA igeren tiipler kullanilabilir.

Likit enzim kontrol materyali i¢cin yaptigimiz deneyler ve laboratuvarlar arasi
calismada Glisin ve GlisinTris tamponunda c¢oziilen enzim kontrol materyalleri
hedeflenen siirelerde stabil kald.

Liyofilize kontrol materyalleri, rutin kullanimda uzun siireli depolama ve uzak
merkezlere transfer gibi uzun siireli stabilite gerektiren durumlarda avantajhidir.
Calismamizda hemolizat Orneklerinin liyofilizasyonu {izerine c¢alisildi. CPDA
soliisyonu ile farkli diliisyon oranlarinda olusturularak liyofilize edilen ve CPDA ile
oda sicakliginda ¢oziilen kontrol materyallerinde 1 haftalik stabilite elde edildi.
Piyasada ticari olarak bulunan G6PD kontrol materyallerinin ¢oziildiikten sonra 1
hafta stabil kaldig1 belirtilmektedir. Calismamizda minimum olarak hedefledigimiz
coziildiikten sonra 1 haftalik stabilite saglandi. G6PD enzim aktivitesi eksik ve normal
olan bireylerden alinacak kan Ornekleriyle ayri1 ayr1 stok hazirlamadan farklhi
diliisyonlarla farkli seviyelerde kontrol materyali hazirlanabilir. Calismamizda
hazirlanan liyofilize kontrol materyalleri deney setlerinden bazilar1 -20°C ve 4°C’de
muhafaza edildi. 2 ay muhafaza edildikten sonra coziilen materyallerin stabilite
calisma verilerinde -20°C kosullarinda saklama kosullarinin faydali olacagi goriildii.
Fakat her iki sicaklik kosullarinda da albumin ve gliserol gibi liyoprotektanlar
eklenerek stabilitenin arttig1 gdzlemlendi.

Calismamizda G6PD enzimi aktivitesi ol¢lim kiti i¢in stabil bir kontrol materyali
gelistirilmistir. Ayrica tezimiz eritrositlerde calisilan benzeri enzim parametrelerin
kontrol materyallerinin gelistirilmesi konusunda literatiire katki saglamistir.

Universitemizde {iretilen G6PD kiti ve kontrol materyali iiretimi konusunda
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yaptigimiz tez ¢alismamiz yerli ve milli liretimde, laboratuvarlarda disa bagimlilig

azaltmada onemli bir adim olacak ve iilkemize biiyiik katki saglayacaktir.
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BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

“Glukoz 6 Fosfat Dchidrojenaz Tani Kiti Kontrol Materyalinin Gelistirilmesi ve Stabilizasyonu” isimli
tibbi arastirmamizda katilimeilar i¢in hazirlanmis Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu asagida yer

almaktadir;

Arastirmamizin amaci Bezmialem Vakif Universitesi biinyesinde irettigimiz Glukoz 6 Fosfat
Dehidrojenaz Tam Kiti’nin kontrol materyalini gelistirerek hizli ve dogru tani, klinik ve tedavi takibi,

¢esitli dnlemlerin alinmasi agisindan klinik pratikte katki saglamay1 hedeflemekteyiz.

Aragtirma siiresi gerekli numune sayisina ulagim ve verilerin depolanmasi géz 6niine alindiginda 1 yil

olarak 6ngoriilmektedir.

Arastirmaya katilmas: beklenen toplam goniillii sayist minimum 25 katilimer olacak {iizere

ongoriilmektedir.
Arastirmaya katilacak goniilltiler arastirmaya 6zel farkh bir tedavi almayacaklardir.

Aragtirmaya katilacak goniilliilerden rutin kan alma iglemi sirasinda alinan kanlarin yaninda
arastirmamiz i¢in ekstra olarak 5 tiip kan alinacaktir. Bu islem rutin testler i¢in istenen kan drneklerinin

alim sirasinda yapilacaktir. Boylelikle hastaya gereksiz bir invaziv girisim riski ortadan kalkacaktir.

Arastirmamizin deneysel kismu alinan kan drneklerinin deneysel dizayna uygun olarak Glukoz 6 Fosfat

Dehidrojenaz enzim aktivitesinin 6l¢iilmesi ve sonuglarin degerlendirilmesini kapsamaktadir.

Aragtirma siiresince goniilliilerin rutin tedavileri digina ¢ikilmayacagindan ve tedavi protokolii ile
aragtrma konusunun bir ilgisi bulunmadigindan arastirmaya o6zgli goniilliler adma bir risk

ongoriilmemektedir.

Aragtirma goniillii agisindan herhangi bir risk teskil etmedigi gibi géniilliiniin arastirmaya katilmadigi
takdirde alacagi tedavi aym olup arastirmaya katilim goniilli agisindan bir yarar durumu teskil
etmemektedir. Ancak arastirmanin sonucunda toplanan ve degerlendirilen verilerin gelecekte Glukoz 6
Fosfat Dehidrojenaz enzim eksikligi hastaliginin hizli ve dogru tamisinda katki saglayacagi 6n

goriilmektedir.
Arastirmamizda goniilliilerin tedavi siiregleri takip edilmeyecektir.

Arastirmamiz sirasinca goniilliiniin yasam kalitesini ya da alacag: tedaviyi etkileyebilecek higbir sey

yapilmayacak olup goniilliilere verilecek herhangi bir tazminat ya da sigorta 6ngérillmemektedir.
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Goniilliiler kendi sectikleri merkezlerde kendileri i¢i planlanan tedavileri almakta olduklarindan ve
arastirmamizin bunlarda bir degisiklik yapilmasmi gerektirmemesi dolayisiyla géniilliilere arastirma

i¢in ek bir hizmet (ulagim/yemek vs.) verilmeyecektir.

Goniilliilerin istenilen kan ornekleri vermesi disinda arastirmaya ozel bir sorumluluklart yoktur.

Goniilliilerin bagvurduklar polikliniklerde alacaklari tedavi bu arastirma kapsami disindadir.

Goniilliilerin arastirmaya katilim1 tamamen istege bagli olup goniilliiler istedikleri zaman herhangi bir
ceza ya da yaptinma maruz kalmaksizin ve hi¢bir hakkim kaybetmeksizin arastirmaya katilimi

reddedebilir ya da arastirmadan ¢ekilebilirler.

Goniilliilerin kimligini agiga ¢ikarabilecek veriler yalnizca géniilliilerin kayitlarinin diizenli olarak
tutulmasi i¢in kullanilacaktir. Goniillillerin kimligini a¢i3a ¢ikarabilecek bu veriler kamuoyuna
duyurulmayacak, aragtirmanin sonuglari agiklandig: ve yayinlandig: takdirde de gizli tutulmaya devam

edileceklerdir ve herhangi bir ikincil merkezle paylasiimayacaktir.

Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, etik kurul, kurum ve diger ilgili saglik otoritelerinin goniilliiniin
orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisebilecek olup bu veriler gizli tutulacaktir. Yazili bilgilendirilmis
g6niillii olur formunun imzalanmasiyla goniillii veya kanuni temsileisi s6z konusu erisime izin vermis
olacaktir. Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliniin arastirmaya katilmaya devam etme istegini
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniilli veya kanuni temsilcisi zamaninda gorevli

arastirmacilar tarafindan bilgilendirileceklerdir.

Goniilliiniin; aragtirma, kendi haklar1 veya arastirmayla ilgili herhangi bir advers olay hakkinda daha
fazla bilgi temin edebilmesi i¢in temasa gegebilecegi kisiler ile bu kisilere ait iletisim bilgisi asagida

paylasilmistir.

Gonillliniin arastirmaya katilimmnin sona erdirilmesini gerektirecek arastirmaya o6zgii bir durum

bulunmamaktadir.

Caligma sirasinda arastirma iriinleri ve kayitlarina arastirma gorevlileri tarafindan erigilebilecektir.
Arastirmaya katilan hastalardan rutin testler igin istenen kan numunelerinin yaninda 5 tiip daha kan
alinacaktir. Bu kan 6rncklerinden Glukoz 6 Fosfat Dchidrojenaz enzim aktivitesi calisma protokoliine
uygun bir sekilde calisilacaktir. Arastirma siiresince toplanan materyaller Bezmialem Vakif Universitesi

Tibbi Biyokimya laboratuvarinda analiz edilecektir.

Bilgilendirilmis goniillii olur formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana yukarida konusu ve amaci

belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi.
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Arastirmaya gonllii olarak katildigimy, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak aragtirmadan
ayrilabilecegimi biliyorum ve s6z konusu arastirmaya, hicbir bask: ve zorlama olmaksizin kendi rizamla

katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliiniin ya da Goniilliiniin yasal temsilcisinin, ADI/SOYADI/TARIH/IMZA

Arastirma ekibinde yer alan ve bilgilendirmeyi yapan arastirmaci:

Tipta Uzmanhk Ogrencisi Dr. Tugge Yildiz (mail: tyildiz@bezmialem.edu.tr)
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