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OZET

Amac: Proteinlerin glikozilasyonunun konjenital veya edinsel olarak bozuldugu durumlarda, tan1i amach
olarak transferrin izoformlarinin analizi gerceklestirilir. Transferrin izoformlarinin analizi i¢in referans
yontem izoelektrik odaklama elektroforezidir. Biz de bu calisma ile laboratuvarimizda iki farkli sistem
kullanarak izoelektrik odaklama ile transferrin izoformlarinin elektroforetik ayirimimi yapmay: ve
kullanilan sistemleri karsilastirmay amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Transferrin izoformlarim analizi, "Multiphor II" ve "PhastSystem" sistemleri ile
gerceklestirildi. iki farkli diizey ticari kontrol materyali kullanilarak analitik performanslar degerlendirildi.
Ayrica, toplam 40 olgudan alinan 6rnekler her iki cihazda da calisilarak sonuclar regresyon analizi ile
karsilastirildi.

Bulgular: "Multiphor II" ve "PhastSystem" ile di- ve tetrasiyalotransferrin izoformlarinin icin jel ici
tekrarlanabilirlik sirasiyla < % 3,5 (n=7) ve < % 7 (n=8); jeller aras! tekrarlanabilirlik ise sirasiyla < % 7
(n=20) ve < % 6 (n=10) olarak bulundu. iki diizeyli kalite kontrol materyalinde “PhastSystem” ile
disiyalo izoformlari icin % 9,69 ve %9,27 oraninda daha yiiksek, tetrasiyalo izoformlar icin % 1,33 ve
%2,15 oraninda daha yiiksek sonuglar bulundu. iki sistem arasindaki korelasyonun degerlendiril-
mesinde (n=40); di- ve tetrasiyalotransferrin izoformlari icin korelasyon katsayilari sirasityla 0,85 ve 0,64
olarak saptandi.

Sonuc: Transferrin izoformlarinin izoelektrik odaklama elektroforezi ile analizinde "Multiphor II" ve
"PhastSystem" cihazlan ile benzer dogruluk ve kesinlik degerleri elde edilmektedir. iki sistem arasindaki
korelasyonun da tiim izoformlar agisindan anlamli bulundugu g6z 6niine alinarak daha hizli sonug
vermesi nedeniyle “PhastSystem” cihazinin tercih edilebilecegi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Transferrin; izoelektrik odaklama; glikozilasyon

m Turk Klinik Biyokimya Derg 2016; 14(2)



Transferrin izoformlarinin Analizi

ABSTRACT

Objective: Transferrin isoform analysis is performed for diagnosis of congenital or acquired defects in
protein glycosylation. The reference method for transferrin isoform analysis is isoelectric focusing
electrophoresis. The objective of this study has been to perform transferrin isoform analysis using two
different electrophoresis systems in our laboratory and to compare the two systems.

Materials and Methods: The isoelectric focusing electrophoresis of transferrin isoforms was
performed by "Multiphor II" ve "PhastSystem". The analytical performance was evaluated using a
commercially available quality control material at two different levels. The two systems were compared
with regression analysis with blood samples obtained from 40 patients.

Results: In isoelectric focusing method by "Multiphor II" system the coefficients of variation (CV) were
determined to be < 3.5 % for within run (n=7) and < 7 % for between run (n=20) imprecision
considering di- and tetrasialotransferrin isoforms in two levels of control material. The same values for
"PhastSystem" were < 7% (n=8) and < 6% (n=10) respectively. In IEF with “PhastSystem”,
disialotransferrin isoforms were determined to be 9.69% and 9.27% higher while tetrasialotransferrin
isoforms were determined to be 1.33% and 2.15% higher compared to “Multiphor II” at low and high
levels of control material respectively. In the regression analysis (n=40) coefficients of correlation for di-
ve tetrasialotransferrin isoforms were determined to be 0,85 ve 0,64 respectively.

Conclusion: Transferrin isoform analysis with isoelectric focusing electrophoresis can be performed
precisely with similar accuracy with both “Multiphor II” and “PhastSystem”. In routine laboratory practice
“PhastSystem” may be preferred due to its speed.

Key words: transferrin; isoelectric focusing ; glycosylation.

GIRIS

Glikozilasyon en sik gorilen post-translas-
yonel modifikasyon reaksiyonlarindan biridir
ve Okaryotlardaki bilinen proteinlerin yaklasik
yarisi glikoziledir (1). Glikoproteinlerin oligo-
sakkarit yapisi (glikan); hiicre adezyonu,
migrasyonu, hiicre buiyimesi (1-3), hiicre
ylizeyinin taninmasi (hormonlar, virusler ve
baska hicreler tarafindan), hicre ylizey
antijenitesi (6rnedin kan grubu antijenleri)
(4) gibi bircok fizyolojik durumla yakindan
iliskilidir. Glukokonjugatlarin biyosentezindeki
enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar
sonucu ortaya cikan dodumsal metabolik
hastaliklar Konjenital Glikozilasyon Bozuk-
luklart (CDG) olarak tanimlanir (5-7).
CDQG’lerin ¢ogu heterojen Klinik tablolar ile
ortaya cikabilen multisistemik hastaliklardir
(8). Ayrica, glikozilasyon siireci; inflamasyon,
romatoid artrit, kanser (3), gebelik, karaciger
hastalidi (9), herediter friiktoz intoleransi ve
galaktozemi (10, 11), sepsis (12, 13) ve kro-
nik alkol alimi (14, 15) gibi sekonder neden-
lere bagl olarak da bozulabilir. Son zaman-
larda anoreksiya nevroza ya da malnutrisyon
gibi katabolik durumla seyreden hastalik-
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larda da protein glikozilasyonunun etkilen-
digine dair yayinlar bulunmaktadir (16-18).

Glikozilasyonun Kkarmasik mekanizmasinin
anlasilabilmesi ve bozukluklarmin aydinlatila-
bilmesi icin simdiye kadar bircok glikopro-
tein {izerinde calisma yapilmistir. Bu
glikoproteinlerin i¢inde tan1 amach kullanima
en uygun olan ve en sik analiz edilen ise
transferrin (TRF) dir (7, 8). Cunkii TRF'nin gli-
kan yapilann tanimlanmis ve glikozilasyon
bolgelerinin sayisi belirlenmistir. Glikozilas-
yon mekanizmasi ise goreceli olarak daha
basittir (7). TRF, tek polipeptid zinciri, iki ayri
metal iyonu baglama boélgesi (biri N-terminal,
biri C-terminal bolgede olmak uzere) ve iki
N-baglh kompleks glikan zinciri olmak tlizere
u¢ ayn yapisal bolimden olusur. TRF
molekulii 3 ayn yapisal bolimden olusma-
sinin bir sonucu olarak; farkh kisilerde cesitli
TRF varyantlarn (polipeptid zincirinde farklilik-
lar) goritlebilir, farkli sayida demir iyonu
bagdlayabilir veya farkli sayida SA icerebilir.
Bu durum TRF mikroheterojenitesinden so-
rumludur (14). Her iki glikan zincirinin
dallanma dereceleri "bi-, tri- ve tetraanten-
nary" olmak tizere farklilik gosterebilir ve her
biri negatif (-) yiiklii bir SA molekulu ile
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sonlanir. Bdylece serumda asiyalotransferrin
(SA icermeyen) ve siyalotransferrin (monosi-
yalotransferrinden oktasiyalotransferrine
kadar) izoformlar olusur. Saglikh kisilerde en
cok olan izoform tetrasiyalotransferrindir
(14).

Glikan zincirlerinden birinin veya ikisinin bir-
den yokluguyla olusan; a-, mono- ve disiya-
lotransferrin iceren gruba ise "karbohidrati
eksik transferrin" (CDT) denir (19). CDT
bilimsel literatiirde ilk kez 1976 yilinda Stib-
ler ve Kjellin tarafindan, alkoliklerin serum ve
BOS' larinda rapor edilmistir (20). Son 10 y1l
icinde, CDT alkol Kkullanimini godsteren
onemli bir belirleyici olmustur (21). CDT
diizeyleri alkol aliminin yani sira cinsiyet, yas,
sigara kullanimi, obezite, serum demir ve
insiilin diizeyi gibi bircok faktorden etkile-
nebilir.

TRF izoform analizinde Kkullanilan yontemle-
rin cogu kromatografi ve elektroforez esasina
dayanir (22, 23). TRF izoformlarinin anali-
zinde, yiliksek selektivitesi nedeniyle izo-
elektrik fokuslama elektroforezi (IEF) refe-
rans yontem olarak kullanilir (19). IEF yén-
temi ile serum ve plazmadaki normal patern;
CDQ@G'li hastalarda ortaya ¢ikan paternler ve
yani sira TRF varyantlarinin oldugu durum-
lardaki paternler birbirinden ayirt edilebilir
(24, 25).

IEF yonteminin prensibi, molekiillerin uygun
pH gradiyenti icinde izoelektrik noktalarina
(pl) es deger bolgeye ulasincaya kadar gocg
etmeleri ve o noktada keskin bir bant olus-
turmalan bir baska deyisle kendi pl'larinda
odaklanmalaridir (26). izoelektrik fokuslama
elektroforezinin Kullanimi proteinler, enzim-
ler ve peptidler gibi ytikli molekiillerle sinir-
hdir. Proteinin net yukini belirlemede,
aminoasit yan zincirlerinin pozitif ve negatif
yuklerinin toplami ve {i¢ boyutlu konfigiiras-
yonlar1 onemlidir. Gliko ve niikleoproteinler
gibi kompleks proteinlerin yiikleri ise
yapilarindaki seker ya da nikleik asitlerden
etkilenir. iki proteinin iEF'de ayrilabilmeleri
icin izoelektrik noktalar1 arasinda en az 0.02
pH unitesi fark olmasi gerekir (26). Trans-
ferrin izoformlarinin pl degerleri arasindaki
farkm 0.1 pH unitesi oldugu bildirilmistir.
Ornegin: asiyalotransferrin icin pl: 5.9, mo-

nosiyalotransferrin icin pl: 5.8, disiyalo-
tarnsferrin icin pl: 5.7 dir. IEF yéntemi bir
"end-point" metotdur. Protein izoelektrik
noktasina ulastiginda zamandan bagimsiz
olarak o noktada sabit kalir. Bu odaklanma
etkisi sayesinde keskin protein zonlar1 ve
yiiksek rezoliisyon elde edilir (27).

Bu calismada transferrin izoformlarinin ana-
lizi icin IEF yonteminin kurulmasi, yontem
performansinin  ortaya konmasi ve IEF
yontemine dayali iki sistemin birbiri ile
karsilastirilmasi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Transferrin izoformlarinin analizi, "Multiphor
II" elektroforez cihazi (GE Healthcare, 18-
1018-06) ile ve daha hizh ve otomatize bir
sistem olan '"PhastSystem" cihaz1i (GE
Healthcare, 18-1018-24) ile gergeklestirildi.

Kontrol materyali olarak % CDT-TIA Kontrol
Seti (Recipe 21082) kullanildi. Hasta 6rnek
bazli yontem Kkarsilastirma icin pediatrik yas
grubundaki (6 ay- 5 yas) 40 olgudan elde
edilen serum Ornekleri kullanildi. Bu 6rnek-
lerin 9'u CDG siiphesi olan ve transferrin
izoform paterninde anormallikler saptanan,
10'u malnutrisyon tanisi konmus ve dolayi-
siyla katabolik surecte bulunan ve kalan 21'i
sadlikli cocuklardan elde edilmistir. Olgularin
periferik venlerinden 10 mLlik kirmizi
kapakl tiiplere kan 6rnedi alindiktan sonra
yarim saat i¢inde 1500 g'de 10 dk santrifiij
edilerek serumlar1 ayrildi ve calisilacaklari
giine kadar -70 °C’'de saklandi.

IEF Yéntemi ile "Multiphor II'
Elektroforez Cihazinda Transferrin
Izoformlarnimin Analizi

Ornek hazuliqu: 50 pyL serum, 3 pL 0,5 M
NaHCO3, 3 uL. 10 mM Fe+3 sitrat ve 444 uL
hidrasyon c¢oOzeltisi Kkarstirildi. Hazirlanan
ornekler ekim yapmadan 6nce 2 dakika 1500
d’de santrifuj edildi.

Bu yontemde pH degeri 4.0-7.0 olan im-
mobilize poliakrilamid kuru plak jeller (GE
Healthcare, 80-1128-28) kullanildi. Jel, rehi-
drasyonun ardindan, 1sis1 15°C’ye kadar di-
surilen seramik tablanin tizerine yerles-
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tirilerek, prefokuslama ve ardindan Ornek
ekimi (3 pL) gerceklestirildi. Ornek ekim
hatlan arasinda negatif kontrol olarak "bovine"
serum albumini kullanildi. Prefokuslama igin
3500Vh (volt saat) gu¢ uygulandi, bu islem
bir saat 15 dakika surdii.

Daha sonra 100 Yh den baslayarak 9000 Vh
e ulasan bir program ile 3 saat 15 dakika
boyunca yiiksek voltaj altinda iEF islemi
tamamlandiktan sonra poliklonal tavsan anti-
human TRF antikoru (Dako A0061) ile
bantlarin immunopresipitasyonu sagdlandi.
Boyama islemi CBB G250 protein boyasi
(Amresco 6104-58-1) ile manuel olarak
gerceklestirildi (28-32).

IEF Yéntemi ile "PhastSystem"
Elektroforez Cihazinda Transferrin
Izoformlanimin Analizi

Ornek hazuhdi: 10 pL serum, 10 puL 200 pM
Fe*? sitrat ve 30 pL saf su ile karistirildi. Oda
1sisinda 10 dakika inkube edildi. Daha sonra
tekrar saf su ile 1:25 oraninda diliie edildi.

Bu yontemde pH dederi 4-6.5 olan poli-
akrilamid jeller (GE Healthcare, 17-0544-01)
Kullanildi. "PhastSystem" cihazinin "sepa-
ration" tinitesinde prefokuslama ve ardindan
ornek ekimi (0,5 pL) gerceklestirildi. Prefo-
kuslama icin 73 Vh giic uygulandi. Daha
sonra 185 Vh e ulasan bir program ile
yaklasik bir saatte IEF islemi tamamlandiktan
sonra poliklonal tavsan anti-human TRF
antikoru ile bantlarim immunopresipitasyonu
sadlandi. Boyama islemi, cihazin "develop-
ment" tinitesinde giimiis nitrat (Fluka 85228)
ile gerceklestirildi (33, 34).

Transferrin izoformlarimin Kantitasyonu

Jeller "Image Scanner 2, 100-240 V" goruntii
tarayici ile tarandi. Bu islem "Phast" jeller icin
gumus boyamaya uygun, red filtre kulani-
larak ve 600 dpi (dot per inch) ¢oziiniirliikte,
"ImmobilineTM Dry Plate" jeller icin ise CBB

Transferrin izoformlarinin Analizi

G250 boyamaya uygun, blue filtre kulani-
larak ve 600 dpi cozunurlikte gercekles-
tirildi. TRF izoformlarinin Kkantitasyonu icin
goruntu analiz programi olan "ImageMaster
1D Elite Software" kullanildi. Arka plan
etkisini en aza indirmek amaciyla, band seci-
minden O6nce "manual background subtrac-
tion" islemi yapildi. "Phast" jellerde her hatta
asiyalotransferrinden hekzasiyalotransferrine
kadar 7 bant, "ImmobilineTM Dry Plate"
jellerde ise asiyalotransferrinden heptasiyalo-
transferrine kadar 8 bant saptandi. Bant
secimi de "manual" olarak yapildi. Sonuclar
"TRF izoform ytizdesi" olarak verildi.

Her iki cihazda jel ici ("PhastSystem" ile n=8,
"Multiphor II' cihazi ile n=7) ve jeller arasi
tekrarlanabilirlik deneyi ("PhastSystem" ile
n=10, "Multiphor II" cihazi ile n=20) iki farkli
diizey  kontrol materyali Kullanilarak
gerceklestirildi.

Transferrin  varyantlarindan kaynaklanabi-
lecek interferanslari ortaya koymak icin iki
farkll duzeydeki kontrol ve iki stipheli drnek
noraminidaz ile muamele edildiktem sonra
IEF uygulandi.

Total transferrin ile disiyalo ve tetrasiyotrans-
ferrin arasindaki iliski ve iki farkli elektroforez
sistemi arasindaki iliski Pearson korelasyon
analizi ile degderlendirildi. Yontem Kkarsilas-
tirmada ortalamalar arasindaki farki deger-
lendirmek igin bagimh gruplarda t testi ger-
ceklestirildi.

BULGULAK

"Multiphor II' ve "PhastSystem" cihazlarinda
kontrol materyali ile yapilan jel ici ve jeller
arasi tekrarlanabilirlik degerleri (%CV) Tablo
1 ve 2'de verilmis olup jellere ait goruntiiler
Sekil 1 ve 2' de goriilmektedir.

Tablo 1. "Multiphor II" cihazinda yapilan jel ici ve jeller arasi tekrarlanabilirlik.

Jel ici Tekrarlanabilirlik (% CV)

Jeller arasi Tekrarlanabilirlik (% CV)

Seviye 2SA-TRF 4SA-TRF Seviye 2SA-TKF 4SA-TRF
1 (n=7) 3.47 1,88 1 (n=20) 6.44 3,88
2 (n=7) 3,10 1,92 2 (n=20) 7,04 3,21
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Tablo 2. "PhastSystem" cihazinda yapilan jel ici ve jeller arasi tekrarlanabilirlik

Jel ici Tekrarlanabilirlik (% CV)

Jeller arasi Tekrarlanabilirlik (% CV)

Seviye 2SA-TRF 4SA-TRF Seviye 2SA-TRF 4SA-TRF
1 (n=8) 4,49 1,19 1 (n=10) 5,27 3,15
2 (n=8) 6,96 0,99 2 (n=10) 6,05 2,89
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Sekil 1. "Multiphor II" sisteminde yapilan jel ici tekrarlanabilirlik analizleri: (a) 1.seviye kontrol (b) 2. seviye kontrol

45 A-THF m—

25A-TRF ——

B5A-TRF —

(a)

(b)

Sekil 2. "PhastSystem" cihazi ile yapilan jel ici tekrarlanabilirlik analizleri: (a) 1.seviye kontrol (b) 2. seviye kontrol

"PhastSystem" ve "Multiphor II" cihazlarn icin
ayni kontrol materyalinin ardisik analizi ile
bandlarin ortalama degerleri belirlendi. Bu
degerler kiyaslandiginda "PhastSystem" ciha-
zinin "Multiphor II" sistemine godre disiyalo-
transferrin ve tetrasiyalotransferrin icin
gosterdigi farklar Tablo 3'te verilmektedir.
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Transferrin varyantlarindan kaynaklanabile-
cek interferanslar1 ortaya koymak igin iki
farkli diizeydeki kontrol ve iki suipheli drnek
noraminidaz ile muamele edilerek tekrar
transferrin izoformlari belirlendi. TRF varyan-
tindan kaynaklandigi dusiiniilen ekstra bant
goruntiileri Sekil 3' te goriilmektedir.
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Total transferrin ile disiyalotarnsferrin ara-
sinda anlamh pozitif (p=0,022, r=0,283);
total transferrin ile tetrasiyalotransferrin ara-
sinda anlamh negatif (p=0,025, r= -0,278)
Korelasyon bulundu.

Hasta drnek bazli yontem Kkarsilastirma igin
40 olgunun serumlart "Multiphor 1" ve
"PhastSystem" ile IEF yapilarak regresyon
analizi yapildi ve her izoform icin grafikler
olusturularak iki sistem arasindaki Kkorelas-
yon dereceleri belirlendi. En yiiksek korelas-
yonu 2-SA ve 3-SA izoformlar (sirasiyla r =
0,84 ve 0,77 ) gosterdi. Tim izoformlar icin
korelasyon anlaml idi (p<0.05). Her bir
izoform icin iki cihazda bulunan sonuclarin
ortalamalart arasinda anlamh fark yoktu
(p>0.05). (Tablo 4 ve Sekil 4).

Transferrin izoformlarinin Analizi

HEA-TRF el

25A-TRF ——p

05A-TRF ———p

Sekil 3. NOoraminidaz ile islemleme ardindan elde edilen
IEF jel gériiniimii. Hat 1: 1.seviye kontrol, Hat 2:
1.seviye Kontrol+ndéraminidaz, Hat 3: 2.seviye
kontrol, Hat 4: 2.seviye kontrol+ noéraminidaz,
Hat 5: TRF varyant (?) olgu 1, Hat 6: TRF varyant
(?) olgu 1+ néraminidaz, Hat 7: TRF varyant (?)
olgu 2, Hat 8: TRF varyant (?) olgu 2+ ndrami-
nidaz. Mavi ok ile isaretli bolgeler, asiyalotrans-
ferrin bandmin tizerinde TRF varyantindan
kaynaklandidi diisiiniilen ekstra bandi gosterir.

Tablo 3. "Multiphor II" cihazi ile "PhastSystem" cihazinda belirlenen kontrol materyalinin hedef degerleri ve iki cihaz

arasindaki % bias sonuglari.

Seviye Izoform Birim "Phast" Sistem ile "Multiphor II' ile % Fark
belirlenen hedef deger | belirlenen hedef deger
(n=10) (n=20)

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

Tablo 4. "Multiphor II" ve "PhastSystem" ile yapilan yontem karsilastirma sonuclari

izoform "Phast" Sistem (%) (n=40) "Multiphor II" (%) (n=40) r P*
Ortalama s Ortalama s

OSA-TRF 1,50 1,49 1,64 1,68 0,67 0,48
1SA-TRF 0,94 0,89 1,09 1,31 0,63 0,36
2SA-TRF 6,42 3,09 6,25 4,07 0,84 0,61
3SA-TRF 9,78 3,04 9,37 3,20 0,77 0,22
4SA-TRF 55,57 6,20 53,82 7,73 0,65 0,08
5SA-TRF 19,89 2,65 20,52 3,33 0,63 0,14
6SA-TRF 6,06 1,47 6,54 2,21 0,31 0,18
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Sekil 4. Asiyalotransferrin (0SA-TRF), Monosiyalotransferrin (1SA-TRF), Disiyalotransferrin (2SA-TRF), Trisiyalotrans-
ferrin (3SA-TRF), Tetrasiyalotransferrin (4SA-TRF), Pentasiyalotransferrin (5SA-TRF), Hekzasiyalotransferrin
(6SA-TRF) olciimii icin iki cihaz arasindaki korelasyon.

TARTISMA

TRF izoformlarinin analizinde, yiiksek selekti-
vitesi nedeniyle izoelektrik fokuslama elek-
troforezi (IEF) referans yontem olarak kulla-
nilir. Bu yontem molekiillerin uygun pH
gradiyenti icinde izoelektrik noktalarina (pI)
kadar go¢ etmeleri ve kendi pllarinda
odaklanmalar1 dolayisiyla o noktada keskin
bir bant olusturmalar1 prensibine dayanir.
[EF'de hem poliakrilamid jel hem de agaroz
Jel kullanilabilir. Poliakrilamid jel, agaroz jele

oranla daha iyi ayrim saglar; clinkia ayrilma
hem molekiiler eleklemeye hem de elektro-
foretik harekete dayanir (35). Poliakrilamid
jelin dezavantaji ise akrilamid monomerinin
norotoksin olusu ve jellerin uygun kalinlik ve
icerikte hazirlanmasinin gugliigadir (27).
Agaroz jelin kullanimimm avantajlari; porla-
rinin poliakrilamid jelden daha genis olmasi
ve dolayisiyla 500 kDA'dan daha buyiik
makromolekiillerin bile ayrilabilmesi, ayrim
ve boyanma zamanmmin kisa olmasi ve kom-
ponentlerinin toksik olmamasidir (36). Ago-
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roz jelin dezavantaji ise poliakrilamid jelden
daha qiiclu elektroendozmosis etkisinin
olmasidir (27). Calismamizda daha iyi bir
ayirim sagdlayabilmek icin her iki sistemde de
poliakrilamid jeller tercih edilmistir.

IEF elektroforezinde, protein géciinii sagla-
yan temel kosul jeldeki pH gradiyentidir. Bu
pH gradiyenti, jele sonradan ilave edilen
serbest tasiyict amfolitlerle olusturulabilecegi
gibi pH gradiyentli olarak hazirlanmis jeller
(immobilize pH gradiyenti) dogrudan da
kullanilabilir. Serbest tasiyicti amfolitlerle
olusturulan pH gradiyentinde, bir grup
amfoterik poliaminokarboksilik asit olan
tasiyici amfolitler kullanilir (26). Bu bilesikler
kendi pl degerlerinde; yliksek tamponlama
kapasitesi ve ¢Ozuniirliige, aynt zamanda iyi
ve dizenli bir iletkenlige sahiptiler (27). pKa
degerleri arasinda ise ¢ok az fark vardir.
Farkli sayida (50 ila 100) amfolit karisimi
ortama eklendiginde, her bir amfolit, elektro-
forez esnasinda kendi pl degerine ulasincaya
kadar go¢ eder ve bdylece pH gradiyenti
olusur (26). Calismada kullanilacak amfolit
karisimi secilirken, ayrilmasi istenen protein-
lerin pI'lan g6z 6niinde bulundurulur. Ayrim
dgenis bir pH arah@inda (6rnegin pH 3-10)
yapilabilecedi gibi, daha dar bir alanda da
(6rnegin pH 4-5) gerceklestirilebilir (35). Dar
pH aralidi genellikle yiiksek rezoliisyon
istendiginde tercih edilmelidir. immobilize
pH gradiyenti, tasiyici amfolitlerin bir takim
Kisithliklarindan dolayi, rezolusyonu ve tret-
kenligi arttirmak icin alternatif bir teknik
olarak gelistirilmistir (26, 27). Gradiyent tam-
ponlanmis akrilamid turevleri ile olusturulur;
immobilinler poliakrilamid jelde akrilamid
monomerlerinin Ko-polimerizasyonuyla olu-
sur. immobilinler, pKa degerleriyle tanimla-
nan zayf asit ve bazlardir. istenilen pH
degerinde tamponlamanin olabilmesi icin
biri asit digeri baz olmak tizere en az iki
immobilin gereklidir. Jelin immobilinlerle
polimerizasyonu esnasinda istenilen pH
dederi, kanisimdaki immobilin oranlariyla
ayarlanir. immobilin oranlarinin siirekli de-
dgistiriimesiyle pH gradiyenti elde edilir (27).
immobilize pH gradiyenti, tasiyici amfolitlerle
olusturulan gradiyente gore; yuksek rezo-
liisyon, katodik kaymanin olmayisi, degisme-
yen duizenli iletkenlik ve tamponlama
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kapasitesi, kontrollii iyonik gli¢ gibi bircok
avantaja sahiptir (37). Bu avantajlar1 nede-
niyle calismamizda immobilize pH gradiyentli
Jjeller tercih edilmistir.

IEF icin 1s1 kontroliiniin saglanmasi ve etkin
sogutma yapilmasi énemlidir. iEF isleminde
keskin bantlar elde edilebilmesi icin elek-
triksel alan guciinliin yiiksek olmasi gerekir.
Bu nedenle yeterli voltaji saglayabilen ve cok
fazh bir IEF protokoliinii otomatik olarak
programlayabilen bir giic kaynadi kullanilir
(38). Calismamizda denenen her iki cihaz da
bu gereklilikleri karsilamaktadir. Bununla
birlikte “PhastSystem” programlanan elektro-
foretik glice ulastiginda kendilidinden alarm
verebilen hizli ve daha otomatize bir cihazdir.

Analitik sebepler disinda, genetik TRF var-
yantlarinin serumdaki varliginn da CDT
diizeylerini etkileyerek yanhs yiiksek ya da
diisiik sonuclara yol actigi gosterilmistir (39).
Yanlis yuksek CDT diizeylerinin nedeni,
transferrin D varyantinin CDT olmayan
izoformlarinin, kromatografik yOntemlerde
transferrin C varyantinin CDT izoformlarn ile
beraber eliie olmasi ya da iEF'de bu izofor-
mlarla beraber ayni izoelektrik noktada
odaklanmasidir (14, 40, 41). TRF B varyan-
tinin CDT izoformlar1 ise TRF Cye Kkiyasla
artmis elektroforetik mobiliteleri nedeni ile,
TRF C varyantinin CDT olmayan izoformlari
ile beraber eliie olurlar ve yanlis negatif
sonuglara yol acarlar (14). IEF yénteminde;
izoformlardan herhangi birinde, alisimis
paternlerin disinda bir ytlikseklikle karsilasil-
diginda, bu durumun TRF varyantindan
kaynaklandigi siiphesine disulirse 6Ornek
ndraminidaz ile muamele edilerek sonug
kesinlestirilir (42). Noraminidaz TRF'deki ter-
minal siyalik asit rezidiilerini yikan enzimdir.
Kisi TRF varyantlar1 acisindan homozigot ise
ndraminidazla muameleden sonra asiyalo-
transferrin bolgesinde tek bir bant, hete-
rozigot ise bu banta ilave olarak asiyalotrans-
ferrin bolgesinin altinda ya da ustiinde bir
bant daha (Sekil 5) goriiliir (43). Boylece IEF
yonteminde varyantlarin oOlciim tizerindeki
interferansi ortadan kaldirilmis olur. Biz de
calismamizda iki 6rnegin transferrin izoform
paternlerinin normalden farkl olusu nedeni
ile bu Orneklerde TRF varyanti olabilecedini
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disundik. Bu 6rnekleri néraminidazla mua-
mele ettigimizde asiyalotransferrin bolgesin-
deki bant disinda ilave bir bant daha goérdiik
(Sekil 3). Bu durum bize olgularimizdaki
anormal paternin biiyuk olasilikla TRF
varyantindan kaynaklandigini gosterdi.

TRF molekiiliiniin ¢esitli varyantlarinin olmasi
kadar farkh sayillarda demir iyonu baglaya-
bilmesi de izoformlarin pl'larina etki ederek
olcimu interfere edebilir (14). Bu nedenle
yontemimizin o6rnek hazirhg asamasinda
serum Ornekleri demir ile doyurulup tim
izoformlar Fe ,-TRF haline getirilerek bu etki
ortadan kaldirilmistir.

Bu calismada tekrarlanabilirlik ve dogruluk,
serumda en ¢ok bulunan TRF izoformu olan
tetrasiyalotransferrin ve gerek katabolik su-
reclerde gerekse alkolizmde bir belirteg
olarak tanimlanan CDT'nin en buyiik Kismini
olusturan disiyalotransferrin  izoformlarini
kullanilarak hesaplandi. Jel ici ve jeller arasi
tekrarlanabilirlik sonugclar1 degerlendirildigin-
de her iki cihazda da yontem kesinliginin
tatmin edici diizeylerde oldugunu sdylemek
mumkiindiir (Tablo 1 ve 2).

Ticari olarak bulunabilen Kkontrol materya-
linin hedef degerleri HPLC yontemine gore
tanimlanmistir.  Transferrin  izoformlarinin
oransal dagiliminin kullanilan yonteme bagh
olarak degiskenlik gosterdigi ve TRF izoform-
larinin  analizinde HPLCnin IEF elektrofo-
rezine Kiyasla daha kesin ancak duyarlihgi
daha dusiik bir ydontem oldugu bilinmektedir
(14, 44). Bu calismada IEF elektroforezi ile
saptanan dederlerin kontrol materyalinin
belirtilen hedef degerlerine kiyasla a-, mono-

ve disiyalotransferrin izoformlar1 icin daha
yiiksek, tetrasiyalotransferrin izoformu icin
ise daha diisuk olmasimmin iki yontemin du-
yarhliklar1 arasindaki farktan Kkaynaklanabi-
lecegdi diisuniildii. Buna ek olarak, tiim TRF
izoformlarinin saptanabilmesine olanak sag-
layan serum miktart jele uygulandiginda
tetrasiyalotransferrin acgisindan asirt bir yuk-
lenme olup tetrasiyalotransferrin bant inten-
sitelerinin  degderlendirilmesinde linearite
kaybi ortaya cikabilir ve dolayisiyla bu ana
izoforma ait bantin intensitesi bu banti olus-
turan transferrin miktan ile korele olama-
yabilir. Transferrin izoformlar1 ile toplam
transferrin diizeyi arasindaki iliski incelen-
didinde transferrinin disiyalotransferrin ile
pozitif buna karsin tetrasiyalotransferrin ile
negatif korelasyon gostermesi de aciklanan
analitik kosullara bagh olabilir. Tiim izofor-
mlara yonelik bir referans materyali mevcut
olmadidi gibi CDT analizi icin sadece
disiyalotransferrine yonelik olarak sertifiye
referans materyal gelistiriimesi calismalari
siirmektedir (44, 45). Bu durumda, HPLC
yontemi icin tanimlanmis olan hedef deger-
leri kullanmak yerine benzer elektroforetik
yontemler icin Onerilen ve kalitatif yontemler
icin de gecerli olan bir kavramdan yola
cikarak pik alanlarinin tekrarlanabilirliinin
bir dogruluk gostergesi olabilecegini (46)
kabul ettik ve "PhastSystem" ve "Multiphor II"
icin ayni kontrol materyalini ard arda analiz
ederek ortalama degerleri bulduk. Bu
degerleri kiyasladigimizda "Multiphor II" sis-
teminin "PhastSystem" cihazina goére disiya-
lotransferrin ve tetrasiyalotransferrin igin
gosterdigi sapmanin (Tablo 3) kabul edilir
oldugu diisiiniildii.
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Sekil 5. Transferrin proteinindeki mutasyonlarin néraminidaz ile saptanmasi (33)
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40 Ornek ile yapilan iki cihaz arasindaki
korelasyon analizinde her bir izoform icin
anlamli Korelasyonun varhdi gosterilmistir.
CDT'nin komponentleri olan O0SA, 1SA ve
2SA'da ayrica en fazla miktarda bulunan
4SA'da oldukga yiiksek korelasyon saptan-
mig, buna Kkarsin 6SA'da anlamh olsa da
korelasyonun disiik oldugu goézlenmistir
(Tablo 4, Sekil 4). Bu durum, giimis boya-
dan Kkaynaklanan koyu renk arka planin
etkisiyle, "PhastSystem" cihazinda c¢alisilan
jellerde alti siyalik asitli izoformlarin iyi
degerlendirilememesinden kaynaklanabilir.
"Phast" Sistem’de giimiis boyadan kaynakla-
nan koyu renk arka planin etkisiyle 7 SA-TRF
degerlendirilememistir ve bu nedenle bu
bant icin yontem Karsilastirma yapilama-
mustir.

Sonug olarak, transferrin izoformlarinn izo-
elektrik odaklama elektroforezi “Multiphor II”
ve ‘“PhastSystem” cihazlan ile gercekles-
tirildiginde uyumlu sonuglar elde edilmekte
olup her iki sistemde de transferrin izoform
analizi gerceklestirilebilir. Rutin laboratuvar
uygqulamalarinda hizi nedeniyle “Phast-
System” tercih edilebilir.
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