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OZET

Tibbi kararda gerekli olan referans araliklarinin hesaplanmasi icin cesitli 6neriler
bulunmaktadir. Saglikli referans bireylerden elde edilen sonuclardan “ABD Ulusal Klinik
Laboratuvar Standartlari Komitesi (NCCLS)” ve “Uluslararasi Klinik Kimya ve
Laboratuvar Tibbi Federasyonu (IFCC)”’nun Onerilerine gére parametrik ve parametrik
olmayan yontem ile yapilan hesaplamalar yaninda laboratuvara bagvuran bireylerin

sonuclarindan da hesaplama yapilabilmektedir.

Populasyon, diyet, teknik ve referans grubun secimine bagli olarak laboratuvarlar
ve bdlgeler arasi olusan farklardan dolay! her laboratuvarin kendi referans araliklarini

belirlemesi son derece 6nemlidir.

Oksidatif stres bircok hastaligin patogenezinde kritik rol oynamaktadir. Reaktif
oksijen turlerinin biyolojik etkileri ¢esitli antioksidan savunma sistemleri kontrol altinda
tutulmaktadir. SuUperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
reduktaz (GR) gibi antioksidan enzimler, A, E, C, B grubu vitaminler ile cesitli biyolojik
molekullerden olugmaktadir. Bu antioksidan savunma sistemleri birbiriyle iligkili
reaksiyonlarla oksidatif stres hasarini ortadan kaldirmaya caligirlar. Antioksidan
parametrelerin ve vitamin dzeylerinin, biyolojik degiskenliklerinin ylksek olmasi
nedeniyle “topluma dayall referans araliklar” g6zonine alinarak degerlendiriimesi

gereklidir.

Bu calismada referans araliklarini belirlemek amaciyla Bursa ilinde, Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Tahliller, Egitim ve Arastirma Merkez laboratuarinda 18
— 45 yaglari arasindaki 407 bireyden 12 — 14 saatlik aclik sonrasinda kanlar alindi. SOD,
GPx, GR ve vitamin A, E, C, Bi, By, Bg dizeyleri analiz edildi. Referans degerler
NCCLS’nin onerdigi C 28-A prosedurine gore belirlendi. % 95 referans araliklari
parametrik olmayan yontem ile hesaplandi. Uretici firmanin vermis oldugu ve

literatirlerden elde edilen referans araliklari ile karsilastirildi.



Calismamizin sonuglari Turkiye’de yapilan diger calismalarin sonuglar ile
kargilastirilabilir ve tim bdlgelerden elde edilen veriler ile birlestirilip Turkiye igin ortak

referans araliklarin belirlenmesi saglanabilir.

Anahtar Kelimeler: Referans aralik, vitamin, antioksidan parametreler



SUMMARY

Determining Reference Value of Serum Vitamins and A ntioxidant Parameters in
18-45 Years Old Healthy Subjects in Bursa

There are some recommendations for determination of reference intervals
necessary for medical decision. We can calculate reference intervals form the data of
selected healthy reference individuals by using of methods recommended by NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards, USA) and IFCC (International

Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine), respectively.

Because of differences which may exist between laboratories and locales with
respect to population, diet, laboratory, technique and selection of reference groups, it is
important for each laboratory to establish its own reference intervals for diagnostic

evaluation of patient results.

Oxidative damage plays a crucial role in the pathogenesis of various diseases.
Antioxidant defence systems include vitamins A, E, C, B and antioxidant enzymes such
as superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and glutathione
reductase (GR). Because of biologic variation of antioxidant enzymes and vitamin levels,

measurements of these parameters assesed by population based reference values.

In this sudy, for purpose of determinatining reference values, specimens from 328
healthy adults ages between 18 — 45 years old were collected after a 12 to14 hour
fasting. SOD, GPx, GR and vitamin A, E, C, Bi, B,, Bg levels measured in Central
Laboratory of Uludag University Medical School in Bursa. Reference values were
estimated according to NCCLS Approved Guideline C 28-A. The central % 95 reference

interval was determined nonparametric method.



The data can be used in comparative inter — Turkey studies and it can be
combined with the data obtained from the other reagions to determine reference values

for Turkish population.

Keywords: Reference value, vitamin, antioxidant parameters



GIRIS

|.Girig ve Amag

Referans degerler ve araliklar laboratuvar test sonuglarinin
yorumlanmasinda temel alinirlar ve klinisyen hekimlere saglikli ve hasta
bireyleri ayirmada, hastalikla ilgili durumun degerlendiriimesinde yardimci
olurlar. Referans degerlerin belirlenmesi ve referans araliklarin ortaya
konmasi klinik kimyada cok onemlidir. Referans deger ve araliklar Gzerine
olan bir seri makale klinik kimya laboratuvarlari i¢cin Uluslararasi Klinik Kimya
ve Laboratuvar Tibbi Federasyonu (IFCC)'nin referans aralilk hesaplanmasi
icin olan o©nerilerini ortaya koymaktadir. IFCC dokumanlari referans deger
teorisinin temel distncesini tanimlamaktadir (1) ve referans bireylerin secimi
(2), ornek toplanmasi ve islenmesi (3), referans degerlerin istatistiksel
prosedurler ile hesaplanmasi (4) ile referans degerlerin sunumu (6) igin
Onerilerde bulunmaktadir. IFCC ayni zamanda her laboratuvarin kendi

referans degerlerini Gretmesi gerektigini séylemektedir (1).

Laboratuvara spesifik referans araliklarinin tretimi klinik laboratuvarin
esansiyel fonksiyonudur. Bununla birlikte eger IFCC’'nin tim onerileri takip

edilecek olursa bu islem zahmetli, zaman alici ve pahal bir surectir (7, 8).

Ulkemizde bu konuda yapiimis olan calismalar oldukca azdir ve
gerekliligi asikardir. Bu amacla Uludag Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi
Tahliller, Egitim ve Arastirma Merkez Laboratuvarinda 41 biyokimyasal
parametre icin 18-45 yas arasi saglikh bireylerden ve laboratuvar verileri
kullanilarak referans araliklari belirlenmistir. Bu c¢alismamizda rutinde
kullanilan ve son yillarda yapilmis arastirmalarda oldukca sik yer alan vitamin
ve antioksidan parametrelerin referans araliklarini belirmeye calistik.
Cahismamizin sonucunda elde ettigimiz referans araliklar laboratuvar
kosullarimiza ve hasta kitlemize uygundur. Calismamizin sonugclari

Tarkiye’'de yapilan diger calismalarin sonuclariyla karsilastirilabilir ve tim



bblgelerden elde edilen veriler ile birlestirilip Turkiye icin ortak referans

araliklarinin belirlenmesi saglanabilir.

II.Genel Bilgiler

Analit dlzeyine gore hastalilk var veya yok tanisi; hastalik yoksa
hastalik igin risk grubunda olup olmadidi karari; risk grubunda ise izleme
karari; ila¢ tedavisi icin karar; komplikasyon riski; metastaz varli§i kararlari
tibbi kararlar olarak adlandirilir. Referans araliklar tibbi kararda referans
alinan saglik gostergesi olan deger araliklaridir (9). Referans araligi yalnizca
saglikli bireyleri belirlemek igin degil, belirli fizyolojik ve patofizyolojik

durumlar temsil etmek tzere de yapilabilir (10).

Referans araliklar saglik ve hastalikla ilgili klinik degerlendirmede
buylk ©6nem tagimaktadir. Biyokimyasal testlerin sayisinin gun gegtikge
artmasi ve cesitlenmesi, dretilen verilerin yorumlanmasini dolayisiyla
referans araliklarini daha da énem tasir duruma getirmistir. Dolayisiyla test
sonuglarinin dogru ve kesin sekilde anlamlandiriimasini saglayacak guvenilir
referans noktalari bulunmahdir. Populasyon, diyet, teknik ve referans grubun
secimine bagh olarak laboratuvarlar ve bdolgeler arasi farkliliklardan dolayi
her laboratuvarin kendi referans araliklarini belirlemesi en ideal olandir (11).
Uygun referans grubun olusturulmasi gereklidir ancak ¢cok az sayida medikal
merkez iyi ve homojen referans grup olusturabilmektedir. Ayrica ekonomik
sikintilar durumu daha da zor hale getirmektedir. Her laboratuvarin referans
araliklarini hesaplamasi zor oldugu icin buyuk ¢cogunlugu literattrlerdeki veya

ticari kitlerdeki referans degerleri kullanmaktadir (12).

Klinik laboratuvarlardaki gunlik uygulamalarda, laboratuvar test
sonuclarinda yazilan referans aralik degerleri, cogunlukla saglikl bireylerden
elde edilen degerlerdir. Saglikli bireylerin secimi, onceden belirlenmig
kriterlere gore hazirlanan anket formunun doldurulmasi, fizik muayenelerinin

ve gerekli tetkiklerinin yapiimasindan sonra gerceklestirilir (13).



Saglikli bireylerden referans araliklar, Amerika Birlesik Devletleri’'nde
bulunan “Klinik Laboratuvar Standandartlari Ulusal Komitesi” (National
Committee for Clinical Laboratory Standards-NCCLS) ve “Uluslararasi Klinik
Kimya ve Laboratuvar Tibbi Federasyonu” nun (International Federation of

Clinical Chemistry-IFCC) (13) 6nerilerine gére hesaplanmaktadir.

Laboratuvara basvuran bireylerden referans aralik saptamak igin
gelistiriimis cesitli yontemler vardir (14). indirekt yontemler hastane
verilerinden elde edildikleri icin saglikli bireylerden referans aralik hesaplama
yontemlerine gore daha kolaydir ancak gelismis veri tabanlarina ihtiya¢ vardir
(15).

II.1. Referans de gerler

Referans degerler referans bireylerden elde edilir. Referans
bireylerden olusan gruplar da referans gruplar olarak adlandirilir. Her
grupta yer alacak bireyin yas, cinsiyet, saglik ve hastalik tiru gibi hangi
kriterlere gore segilecegi belirlenir. Belirlenmis standartlar ve kriterlere gore
drnekler toplanir, iglenir ve analiz edilir. Referans gruplardan bu sekilde elde
edilen sonucglara referans de gerler denir. Her referans degerin, hangi
degerler arasinda olmasi gerektigini gosteren referans aralik sinirlari

hesaplanir (13).

Gecmiste saglkh bireylerden elde edilen referans araliklar “normal
degerler” olarak adlandiriimaktaydi. “Normal” sézcugunin cesitli anlamlari
olmasindan dolayr karigiklik yarattigi gézlemlenmis ve kullaniimamasi
gerektigi dusunulmastur. Saghkh ve hastalikh teriminin laboratuvar tarafindan
degerlendirilebilmesi icin IFCC normal deger yerine referans deger ve
bununla iligkili olarak referans birey, referans sinir, referans aralik ve

goOzlenen degerler terimlerinin kullaniimasini 6nermistir (9).



“Normal” terimi farkl sekillerde tanimlanabilir (16):

1. Bireyin kendi normali: Saglikh doneminde belirtilen bireyden elde
edilmis deger

2. Optimum saghk kosullarindaki bireylerden elde edilmis verilere
dayanan degerler

3. Cohort (es gruplar) normalleri: Hastanin grubunu temsil eden
saglhkh toplumdan elde edilmis degerler

4. Genel toplum normalleri: Hastanin geldigi toplumun tim fertlerini
temsil eden gruptan elde edilmis normaller

5. istatistikteki anlamiyla, normal dagilim ya da Gaussian dagilima
uyan veriler grubu : Epidemiyoloji yonunden degerlendirildigi
zaman, %95 araliktaki degerler normal olarak alindiginda, %5’lik
dis alanlardaki normal bireylerin mutlaka hasta oldugu kabul

edilmektedir.

Referans degerler “saglikla iligkili”, “diabetik”, “yatan hastalara iligkin”
ve “ayaktan tedavi goéren hastalarla iligkili” gibi tanimlanmaktadir. Ayrica
hesaplanmalarinda temel alindiklari bireylere gére de adlandiriimaktadirlar
(14):

. Populasyona dayali

. Bireye dayali referans degerler

Popullasyona dayali referans degerler, belirli kriterlere gore secilen
gruptan elde edilen verilerden olugsmaktadir. Bireye dayal referans degerler
ise, bireyin dnceden tanimlanmis belirli bir durumunda elde edilen degerdir
(14)

Belirli kriterlere gore secilmis bolgelerde (cografi bolgeler gibi), homojen
referans  gruplart  olusturularak, referans aralklar hesaplanabilir.
Laboratuvarlar arasinda kullanilan analiz yontemlerine ve enstrimanlara
gore birbirlerine cevrilebilirler. Onemli olan, referans araliklarin, kullanildiklari

toplumu temsil etmeleridir (13).



Referans degerler tek analit i¢in bulunabilecegi gibi, birden fazla analitin
ayni gruptaki referans bolgesi de hesaplanabilir. Tek analit i¢cin hazirlandigi
zaman “tek degiskenli referans aralik”, ayni grup fakat birden fazla analit igin
hazirlandi§i zaman “cok-degiskenli referans bolge’den bahsedilir. Ornegin
sadece BUN icin referans arallk hesaplanmissa tek degiskenli referans
aralik, BUN ve kreatinin birlikte degerlendirilerek ayni referans grup icin bir
referans alani olusturulmussa “populasyona dayall ¢ok degiskenli referans
alanr” denilir (Sekil 1) (14).

X2: BUN
*b

*a

X1:Kreatinin

/S

Sekil 1. Populasyona dayal cok de giskenli referans alani



Il. 1.1. Referans araliklarin saptanma a samalari (Tablo I)

Tablo I. Referans araliklarin saptanma a samalari

1. Referans aralik saptanmasi yolunun belirlenmesi

2. Referans bireylerin segilme yonteminin belirlenmesi

3. Standart anket formunun olusturulmasi

4. Referans arali§i saptanacak analitin 6zelliklerinin belirlenmesi
«  Ornek alinmadan 6nce referans bireylerin nasil hazirlanacagi
+ Ornegin alinma ve saklanmasinin hangi kosullarda
yapilacagi
* Analit 0lcim yoOntemine girisim olusturan etkenlerin
saptanmasi

5. Laboratuvar kosullarinin hazirlanmasi

6. Analitik kontroliin degerlendirilmesi ve surdiurilmesinin saglanmasi

7. Belirlenmis kriterlere gore verilerin toplanmasi

8. Verilerin istatistiksel analizinin degerlendiriimesi

9. istatistiksel yonteme gore referans araliklarin hesaplanmasi

Il. 1. 1. 1. Referans Aralik Saptanma Yolunun Beli rlenmesi

Referans deg@erler hangi bireylerden olusursa olugsun, tibbi gecerlilik
icin, tanimlanmis uygun kosullarda elde edilen uygun verilerden
hesaplanmalidir. Referans degerlerin  kullanilabilmesi igin, asagidaki

kosullara mutlaka uyulmahdir (14):

1. Referans bireyler acik ve ayrintih olarak tanimlanmali ve
kaydedilmelidir.

2. Klinik karar verilirken, karsilastirlan parametreden bagka,
karsilagtirilan grup referans grubuyla benzer olmalidir. Ornegin:
Hastalik var/yok kararinda, hasta, saglkl olduguna karar verilmis

olan referans grubuyla karsilastirilirken; terapoétik ilag izlemede doz



ayarlanirken, ayni hastaligi gecirmis, semptomlari ilagla yok edilmis
grup referans alinir.

3. Analiz icin Orneklerin alindigi ve hazirlandigi kosullar net olarak
tanimlanmalidir ve standardize edilmelidir.

4. Tum birimler ayni olmaldir.

5. Tum laboratuvar sonuglari yeterli analitik kontrol altinda mumkin
oldugu kadar yiksek derecede standardize edilmis yontemlerle elde
edilmelidir

6. Tani icin hastaligin patogenez evresinin sinirlari ¢izilmelidir Tam
testlerin tanisal duyarlihgi, tanisal 6zgulligu, prevalansi ve yanlis
kararlara neden oldugu zaman sebep oldugu mali ve Klinik zarar

mutlaka bilinmelidir.

Il. 1. 1. 2. Referans Bireylerin Segilme Yontemini  n Belirlenmesi

Referans bireylerinin secimi, referans araligi saptamasinda en énemli
basamaklardan birini olusturmaktadir. Oncelikle, referans popilasyonunun iyi
belirlenmesi gerekmektedir. Bu populasyon kiginin kendisi (kiginin saglikli
donemlerinde elde edilmis olan test sonuglari), hastane digi (yani saghkli
varsaydigimiz populasyon) veya hastane poptlasyonu olabilir. Hatta, daha
spesifik degerlere ulasmak hedefleniyorsa, hasta gruplari bile ayri

populasyonlar olarak ele alinabilirler (8)

IFCC ve NCCLS'nin referans dedgerlerin hesaplanmasiyla ilgili
standartlari referans bireylerin direkt yontemle secilmelerini 6nermektedir.
Fakat, masrafll ve pratikte zor olmasi nedeniyle bagka vyollar da
Onerilmektedir. Bu yollar da dikkate alinarak, ¢ temele goére alti se¢gme
yontemi 6nerilmektedir (10, 17):

« Direkt - indirekt
« Test Oncesi Ornekleme (Priori) - Test Sonrasi Ornekleme (Posteriori)

» Rastgele - Rastgele Olmayan



1. 1.

1. 2. 1. Direkt ve Indirekt Yontem

Direkt yontemde, belirlenmig kriterlere gbre hazirlanan anket formlari ile

secilen bireylerin analizleri yapilir. Direkt yontemde, “priori” ve “posteriori”

olarak iki farkli sekilde ayirim yapilabilir (18, 22).

Referans araligin saptanmasinda onerilen protokol su sekildedir (5, 17):

1-

2-

8-
9

Tibbi ve bilimsel literatirlerden analitik interferanslar ve biyolojik
degiskenlerin uygun bir listesi saptanir

Potansiyel referans bireylerden referans toplumuna secilmeyi
veya referans toplumundan dislanmayi belirleyecek olan kriterleri
saptamak i¢in uygun sorular ve 6zel kriterler olusturulur

Referans aralik calismasinin yazili prosedird hazirlanir ve
referans bireylerinin tamamina anket uygulanir

Anket bulgular Gzerinden potansiyel referans bireyler kategorize
edilir

Diglama kriterlerine gére belirlenen bireyler referans 6rnek
grubundan cikarilir

istenen ozelliklere sahip yeterli sayida referans bireyine karar
verilir

Secilen referans bireyler hazirlanir, biyolojik érnekler belirlenmis
kosullarda toplanir, analitik degiskenlerin kontrolleri yapilir ve
ornekler caligihr

Belirlenmis analitik metodlara gore referans degerleri elde edilir

Referans deger verileri incelenir ve histogramlari cizilir

10- Olasi veri hatalari ve/veya asiri u¢ degerler saptanir:

e Parametrik olmayan yonteme goére D/R kuralina gore
belirlenir
» Parametrik yonteme goére aritmetik ortalamanin * 3

standart sapma sinirlari digindaki degerlerdir

11-Verilerin histogramlari hazirlanir, dagilimlari incelenir ve

gerekirse bu veriler alt gruplara ayrihr

12- Referans aralik hesaplama ydntemi segilir:



* NCCLS onerilerine gore hesaplama parametrik olmayan
yontemlerle yapilir.
* |IFCC onerilerine gore ise verilerin dagilimi degerlendirlerek
hesaplama yontemine karar verilir:
a. Verilerin dagilimi normal dagilima uyuyorsa parametrik
yontem secilir
b. Verilerin dagilimi normal dagilima uymuyorsa verilerin
logaritmik transformasyonu yapilir ve tekrar degerlendirilir.
Transformasyondan sonra dagiimi  normal dagilima
uyanlara  parametrik  yontem uygulanir ve  geri
transformasyon yapilarak sinirlari  hesaplanir.  Veri
transformasyonu sonrasi dagilimi normal dagilima yine
uymuyorsa parametrik olmayan yontemle hesaplamalar
yapllir.
13-Referans araligi, referans sinirlari ve bu sinirlarin giiven araliklari

belirlenirken butun belirtilen basamak ve proseddrler kaydedilir.

indirekt yontemde laboratuvara basvuran hastalardan elde edilen
sonugclar kullanilarak referans araliklar hesaplanir. Bu yontem tim kosullari
saglayan bir veri tabanini kullanarak ve geriye donik olarak referans
araliklarini tespit eder (23). indirekt yontemlerden biri olan “Bhattacharya”
yonteminde secilmemis birey verilerinin cogunlugu saglikla iligkili verilerden
olusmaktadir (24). Bu yOntemi esas alarak gelistiriimis cesitli
modifikasyonlarla referans araliklar indirekt olarak hesaplanmigtir. Bu
yontemde saglikla iligkili veriler “gama fonksiyon” adi verilen islemle
hastalikla iligkili verilerden ayrilmaktadir. Analitler icin elde edilen verilerin
histogramlari  ¢izilir. Histogramlardan yararlanilarak logaritmik bazi
hesaplamalar yardimiyla elde edilen noktalardan dogrusal Ozellik gdsteren
aralikta olanlari saglikla iligkili veriler olarak kabul edilir. Saghkla iliskili
verilerin aritmetik ortalamasinin + 2 standart sapma uzakligindaki veriler

referans aralik alt ve Ust sinirlari olarak saptanir (25-27).



Bagka bir yontem ise saglikla iligkili verilerin dagihmin “mod” etrafinda
olan boliminde bulundugu temeline dayanmaktadir. Daha sonra bu
verilerden GraphRoc bilgisayar programi kullanilarak, indirekt olarak olarak

referans araliklar saptanmaktadir (28).

Laboratuvar verilerinden referans aralik saptanirken kullanilan diger bir
yontem de, bireylerin “taburcu tanilarina” gore referans aralidi saptanacak
olan analitleri etkilemeyecek olan bireylerin verileri, referans aralik
hesaplanmasinda kullaniir (15). Daha sonra bu bireylerin verilerinden
IFCC’nin Onerilerine goére (gerekirse logaritmik transformasyon yapilarak)
referans araliklar saptanabildigi gibi parametrik olmayan yontem kullanilarak

da referans araliklar saptanabilir (29).

1. 1. 1. 2. 2. “Priori” ve “Posteriori” Yontem

Her ikisi de direkt 6érnekleme stratejisini uygular. Farklari referans birey
secimindedir. Analiz yontemi ile ilgili bilgiler cok sayida ve ¢ok iyi biliniyorsa,
bireyler tanimlanmig kriterlere goére segcilir ve ornekler toplanir (priori). Bu
yontem, ileriye dénuk bir ayirim iglemidir. Analiz yontemi ayrintili bilinmiyor
ve hakkinda yeterli bilgi toplanamiyorsa, bireylerden 6rnekler alinir. Analiz
yapildiktan sonra, ayirma yapilir ve alt gruplara bdolintr (posteriori). Bu
yontem, geriye donuk bir ayirimdir. (30). Posteriori direkt yontemde ise,
bireylerden standardize kosullarda ornekler toplanirken, kriterlere gore
hazirlanmis anketler doldurulur. Daha sonra secim vyapilir. Bu sekilde
uygulamayla, referans gruplar oldukca fazla sayida birey icerebilir. Hasta

veri tabaninin kullaniimasi bu yonteme girmektedir (31).

II. 1. 1. 2. 3. Rastgele ve Rastgele Olmayan Ydntem

Rastgele olan yontemde grup uyelerinin hepsinin, referans grubun
kriterlerini sagladigi1 digunulerek 6rnekler toplanir ve analiz edilir. Elde edilen
veriler istatistiksel analiz ile degerlendirilir, referans araliklar hesaplanir.

Referans araliklarinin saptanmasi icin, kan dondrlerinden ve hastane



calisanlarindan grup olusturularak referans aralik hesaplanmasi rastgele
ornekleme tanimina girmemektedir (14).

Rastgele olmayan oOrneklemede secilen popilasyondan grup
olusturmak icin bireylerin 6nceden hangi kriterleri sagladigi saptanir.

Rastgele olmayan drnekleme ¢cogunlukla uygulanan yontemdir (31).

II. 1. 1. 3. Referans Birey Bilgilerinin Kaydedilmesi icin Standart

Anket Formlarinin Olu sturulmasi

Referans verilerinin toplanmasi sirasinda dikkate alinmasi ve
kaydedilmesi gerekli olan tim bilgiler (preanalitik etkenler gibi) analit
ozellikleri de dikkate alinarak belirlenir. Ozel anket formlari hazirlanir.

“Referans aralik saptama anket formu” (Tablo II) olarak adlandirilabilir (17).



Tablo II. Referans aralik saptama anket formu

REFERANS ARALIK SAPTAMA ANKET FORMU
TUM BILGILER KESINLIKLE GIizLi TUTULACAKTIR VE SIZIN KAN ORNEGINiZDEN ELDE EDILEN SONUGLARIN DEGERLENDIRILMESI IGIN KULLANILACAKTIR.
ORNEK NO: (LABORATUVAR TARAFINDAN DOLDURULACAKTIR)

ORNEK ALINDIGI SAAT:

iSiM (ADI,SOYADI):

MEDENI HALI: TELEFON:

YAS: (YIL)  CINSIYET: IRK:

BOY: (m) (cm) AGIRLIK: (kg)

MESLEK:

KENDINIZI SAGLIKLI HISSEDIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
DUZENLI OLARAK EGZERSIZ YAPIYOR MUSUNUZ? (E) H)
EVET ISE NE KADAR SIKLIKTA? (SAAT/HAFTA)

AKTIVITENIN DERECESI? (HAFIF) 12 3 45 6 7 8 910 (AGIR)
SON ZAMANLARDA HIG RAHATSIZLANDINIZ MI? (E) (H)
EGER EVET ISE NE ZAMAN? VE NEDEN?

REGETE EDILMIS ILAG ALIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER EVET iSE NE?

SURESI:

EN SON ILAG NE ZAMAN ALDINIZ? ADI:

VITAMIN ILACI ALIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER EVET ISE NE?

ISINIZDE TEHLIKELI KIMYASAL MADDELERE (E) H)

MARUZ KALIYOR MUSUNUZ?

EGER EVET ISE NE?

SURESI:

SIGARA KULLANIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER EVET ISE NE SEKILDE?

NE KADAR?

SURESI:

OZEL DIYET UYGULUYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER EVET ISE LUTFEN TANIMLAYINIZ

SURESI:

ALKOL KULLANMA ALISKANLIGINIZ VAR MI? (E) (H)
EGER EVET ISE NE SEKILDE?

HANGI SIKLIKTA?

SURESI:

EN SON ALKOL NE ZAMAN ALDINIZ?

BIR DOKTOR KONTROLU ALTINDA MISINIZ? (E) (H)
EGER EVET ISE NEDEN?

RAHATLATICI ILAG KULLANIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EVET ISE NE? HANGI SIKLIKTA?

SURESI:

SON ZAMANLARDA HASTANEYE YATTINIZ MI? (E) (H)
NE ZAMAN?

NEDEN?

AILENIZDE KALITSAL BIR HASTALIK VAR MI? (E) (H)
EGER VAR ISE TANIMLAYIN:

SON GUNLERDE ASPIRIN YADA AGRI KESICI ALDINIZ MI? (E) (H)
EGER EVET ISE NE? NE ZAMAN?

SON GUNLERDE SOGUK ALGINLIGI VE ALLERJI TEDAVISI GORDUNUZ MU? (E) (H)
EGER EVET ISE NE? NE ZAMAN?

SON GUNLERDE HIG ANTIASIT VEYA MIDE ILACI ALDINIZ MI? (E) (H)
EGER EVET ISE NE? NE ZAMAN?

DIYET HAPI KULLANIYOR MUSUNUZ? (E) H)
SURESI:

KADINLAR ICIN:

ADET GORUYOR MUSUNUZ? (E) H)
EGER EVET ISE, EN SON ADET TARIHINIZ NEDIR?

EGER HAYIR ISE, HORMON REPLASMAN TEDAVISI ALIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER VARSA, BEBEGINIZI EMDIRIYOR MUSUNUZ? (E) H)
HAMILE MisiNiz? (E) (H)

EGER EVET ISE, TAHMINI DOGUM TARIHINIZ NEDIR?
ORAL KONTRASEPTIF KULLANIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER EVET ISE HANGISI?




Tablo I'de dordinct maddede belirtildigi gibi, referans araligi
saptanacak olan analitin 6lgim yontemiyle girisim olusturabilecek etkenler
belirlenerek, bu konuda bilgi toplayabilecek sorular da, anket formunda
bulunur. Gerektiginde referans bireye ulasabilmek icin, anket formunda
hastanin adi soyadi, telefon numarasi, adresi bulunmalidir. Anket formu

konusunda, referans birey bilgilendirilir ve “yazili olur” izni alinir (19).
Referans grubuna alinmayacak bireylerin belirlenebilmesi icin, gruptan
ayirma kriterleri belirlenir (Tablo Ill) ve bu kriterler anket formunda yer alir

(32).

Tablo Ill. Gruptan ayirma (di slama) kriterleri

Kan donori olma Gebelik

Hipotansiyon veya hipertansiyon durumu Laktasyon

ilag bagimlilig ileri derecede sismanlik

ilag kullanimi (receteli) Meslek hastahgi varlgi

Genetik faktorler Son zamanlarda gegirilen
ameliyat:

Hastanede yatma (su anda veya yakin Son zamanlarda yapilan

zamanda) transflizyon:

Son zamanlarda gecirilen hastalik Vitamin kullanimi

II. 1. 1. 4. Referans Arali §i Saptanacak Analitin Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Referans araligi saptanacak analite ait ve analiti etkileyebilecek
Ozellikler de oldukca 6nem tasimaktadir. Bu nedenle bireylerin secilmesinde
kullanilan anket formlarina bu 6zelliklere yonelik sorular eklenmelidir (19).
Ornegin vitaminlerin 6lcim numunelerinin igiktan korunmasi gerekmektedir
(33).

II. 1. 1. 5. Laboratuvar Ko sullarinin Sa glanmasi
Laboratuvar kosullari, analitin 6zellikleri, analiz yontemi ve analiz

cihazina gore duzenlenmelidir. Testi etkileyebilecek olan tim preanalitik,

analitik ve postanalitik etkenler standardize edilmelidir (32).



II.1.1.5. 1. Preanalitik Evre

Preanalitik faktorler, biyolojik (metabolik ve hemodinamik kaynakl
biyolojik degiskenler, ila¢ etkilesimleri, baska hastaliklarla etkilesimler) ve
metodolojik (hasta 6rnedi toplanmasi, 6rnek alma teknikleri, eklenen
koruyucular, kan alma tuplerine aktarma sekli) faktorler basliklari altinda
toplanilarak degerlendirilirler (34).

Analiz sonuclarini etkileyen faktorler gézonine alinarak preanalitik
kosullar sonugclarin en az etkileneceg@i duruma getirilir. Bunlar 6rnek alinirken
hastaya verilecek pozisyon, ornek alinacak bireyin hazirlanmasi, oOrnek
alinirken dikkat edilecek kosullar ve 0&rnegin analize hazirlanmasi

asamasindaki islemlerdir (Tablo 1V) (14).

Tablo IV. Analizi etkileyen preanalitik ko  sullar

Standardizasyon Ornekler
Hasta pozisyonu . Yatar pozisyonda
. Oturarak
Bireyin hazirhgi . En son yedigi yemek icerigi ve ne zaman
yedigi
. Farmakolojik ajan aliyor mu? Ne zamandir?
. Biyolojik ritmlere gore 6érnek zamani
. Fiziksel aktivite
Ornek alinmasi . Ornek toplamadan 6nceki istirahat suresi
. Stres durumu
. Toplama sirasindaki ¢evre kosullari
. Zaman
. Ornek alma bolgesi
. Ekipman
. Teknik
Ornegin islenmesi . Tasinmasi
(analize hazirlik) . Pihtilasma siresi
. Serum / plazmanin ayrilmasi
. Korunmasi
. Analize hazirhk




Laboratuvarda oOrneklerin tiplerine gore toplanma/alinma, analize
hazirlik ve korunmalari konusunda proseduirler olusturulmali, referans
bireylerden drnekler prosedurlere uygun alinmaldir (Tablo V). Analitlere gore

degisiklik gosteren iglemler de ayrica not edilmelidir (35).

Tablo V. Orneklerin toplanmasinda dikkat edilecek k  osullar

Ornek alinacak vakumlu tiiplerin belirtiimesi
» Antikoagilanl veya antikoagulansiz tipe alinacagi belirlenmelidir
Analiz 6rne gi sivilari, fibrinojenden ve di ger hicre artiklarindan
arinmi g olmali
Ornek kan ise
» Kanin arteryel, vendz veya kapiller olacag bildirilmelidir
Diger viucut sivilan (BOS, idrar, plevra, perikardiyal sivilar)
* Toplanmasli, korunmasi, gonderilmesi ve islenmesi ile ilgili
prosedurler yazilarak ilgili birimler bilgilendirilmelidir
» Ozellikle toplanma zamanlari ve laboratuvara ulagsma sureleri
belirlenmeli ve kaydedilmelidir
» Gerektiginde koruyucularin ve antikoagulanlarin segimi
« idrar analizlerinde, 6zellikle 24 saatlik idrarin miktar kontrolii igin
kreatinin ol¢tlmelidir
Sicaklik
1. Bazi analitler icin o6rneklerin 6zel kosullarda alinmasi,
saklanmasi, gonderilmesi ve islenmesi gerekebilir. Ornegin: 37<C,
oda sicakhgi veya buz icinde
Anaerobik ko sullarda saklanmasi

2. Kan gazlari dlcimlerinde oldugu gibi

1. 1. 1. 5. 2. Analitik Evre

Referans degerlerin elde edilme caligmalari suresince, laboratuvarin
analitik sisteminin gecerliligi kanitlanmalidir. Gun i¢ci ve gunler arasi
degigkenlikler belirlenmelidir (36).



Analitik  performansi etkileyen diger faktorler de (ekipman,
enstrimantasyon, su dahil reaktifler, kalibrasyon standartlari ve hesaplama
yontemleri) surekli olarak kontrol edilir (Tablo VI). “Eksternal Kalite
Degerlendirme  Programlari”  sonuclart  ile  dogruluk verileri de

degerlendirilebilir veya dogrulugu kanitlayici bilgiler kaydedilir (36).

Tablo VI. Analitik sistem gegerlili  ginin kanitlanmasi (kalite givence)

3. Reaktifler Uretim numaralarina gore degiskenlikler
4. Kullanici Kullanicilar arasindaki degiskenlikler
5. Enstriman Enstrimanlar arasindaki degigkenlikler
6. Analitik kalite Kesinlik
kontrol : Gunici — Grupici

Gunler arasi — Gruplar arasi

Dogruluk
Bias
interferans

II. 1. 1. 6. Analitik Kontroliin De gerlendirilmesi ve Surdurilmesinin

Saglanmasi

Analitik kalitenin, referans araliklarinin tanisal ve klinik yararliligi igin
analitik gecerlilik 6n kosuldur. Laboratuvarin kendi referans araliklarini
saptamig oldugu durumda, referans araliklarinin saptanmasindan
kullanimlarina kadar gecen zamanda “analitik stabilite” son derece dnemlidir.
Laboratuvarlardan elde edilen bilgilerin gecerli olabilmesi icin analitik yontem
ayrintili olarak degerlendirilmis olmalidir. Dogruluk, kesinlik, hassasiyet,
dogrusallik, geri elde, interferans karakteristikleri belirlenmis olmali ve
izlenebilirligi gunlik kalite kontrol verileriyle kanitlanmalidir. Gunlik rutin
performansta analitik stabilite dnem tasimaktadir (36). i¢ kalite kontrol
sistemlerinin kontrol materyalleri ve kontrol kurallari, James Westgard
tarafindan gelistiriimis olup, kalitenin monitorizasyonunda buyik degere
sahiptir (37). Ricos ve arkadaslari ortak referans araliklarinin analitik kalite

spesifikasyonlari Gzerinde durmuslar ve dis kontrol materyalleri ile



gerceklestirilen kontrolin, analitik spesifikasyonlar yoninden énem tasidigini
vurgulamiglardir (38).

II. 1. 1. 7. Verilerin Toplanmasi

Referans bireylerden elde edilen degerler bilgisayara aktarilir. Referans
bireylerinden olugsan referans gruplari, kendi iclerinde altgruplara ayrilabilir.
Altgruplar bazi degiskenlere gore homojenligin saglanabilmesi icin
olusturulur. Secilen bireylerin icerisinde c¢ok homojen alt gruplarin
olusturulmasi icin bazi kriterlerin olmasi gerekmektedir. Altgruplara
bolinmesinde temel alinan kriterlerin baginda yas ve cinsiyet gelmektedir.
Tablo VII 'te altgruplara ayirma kriterleri 6zetlenmektedir (14).Gruplarin icinde
homojenligin saglanabilmesi dolayisiyla standardizasyon icin altgruplara

bdlme kriterleri de dikkate alinarak bilgiler toplanir (32).

Tablo VII . Alt gruplara ayirma kriterleri

Cinsiyet Ornegin alindigi saat

Yas Ornek alinirken postiir

Irk Tatan kullanimi (siklik ve miktar)
Cografik yerlesim Diyet

Etnik durum Egzersiz

Aclik veya tokluk Kan grubu

Diurnal degisim Menstriiel déngu evresi

Il. 1. 1. 8. Verilerin istatistiksel Analizinin De  gerlendirilmesi

Referans oOrneklerin analizinden sonra veriler istatistiksel olarak
incelenir. Bu incelemeler dagihmin incelenmesini, alt gruplara ayrilmasini,
asiri uc degerlerin belirlenmesini ve referans araliklarin saptanmasini igerir
(14).



II. 1. 1. 9. istatistiksel Yonteme Gore Referans Araliklarinin

Hesaplanmasi

II. 1. 1. 9. 1. Referans De gerleri Hesaplama Yo&ntemleri

Hazirlanmis protokol ve prosedirlere gore referans bireylerden analiz
materyalleri toplanir. Analiz edilir ve sonugclar toplanir. istatistiksel olarak
incelenir. Hesaplama yontemine karar verilir. Referans degerlerin

hesaplanmasinda iki istatistiksel yéntem kullaniimaktadir (Tablo VIII) (14):

1. Parametrik yontem

2. Parametrik olmayan yontem

Parametrik yontemde, referans grup verilerinin olasilik dagiliminin
“Gaussian/Normal” dagihma uydugu kabul edilir. Hesaplamalarda parametrik
istatistik yontemler kullanilir. Parametrik olmayan yontemde ise, referans
grup verilerinin, olasihk dagiim grafiginin Gaussian dagilimina uymadigi

dusunultr. Parametrik olmayan istatistik yontemlerinden yararlanilir (39).

Gergekte referans bireylerinin analit dizeyleri ile ilgili verileri Gaussian
formuna uymamaktadir. Parametrik yontem kullaniimasi icin transformasyon

yapilmasi gerekmektedir (14).

IFCC parametrik yontem ile referans aralik hesaplamayi 6Onerirken,
NCCLS parametrik olmayan yonteme gore hesaplamayi temel almaktadir.
degerlendirilebilmesi icin en az 120 verinin yeterli olacag! belirtmistir. Yas ve
cinsiyet gibi ana alt gruplar icin de bu sayi gecerlidir. Fakat yenidogan,
pediatrik ve geriatrik gibi populasyonlarda alt gruplar icin bu sayida birey
bulmak zor olabileceginden boyle durumlarda ne kadar veri elde edilirse
edilsin referans aralik analizleri yapilabilir (5, 17).



Tablo VIII: Referans araliklarin hesaplanma algorit  masi

‘ Referans verileri alt gruplara gore topla

‘ Dagilimi gérsel olarak incele ‘ Evet
17

‘ Tekrar alt gruplara ayirmak gerekli mi
3

Asiri ug degerleri sapta Hayr
Degerlendir
Karar ver .
v Parametrik
‘ istatistiksel yontem ‘ Evet J Gaussian Dagilim
Parametrik olma')y v Hayrr
Transformasyon
Asiri uc degerleri sapta yontemi
Degerlendir i
Karar ver Transforme edilmis
| veri
Parametrik Evet l - Hayr
Gaussian
Geri transform Dagihm mi?

|

‘ Referans deger ‘

. 1. 1. 9. 2. Dagihmin incelenmesi

Referans grup verilerinin histogramlari cizilir. Histogramlar manuel
olarak veya bilgisayar programlariyla olusturulabilmektedir. Sttun grafikleriyle

birlikte normal dagilim egrisi de cizdirilebilir (Sekil 2) (35).

CINS: 1 kadyn

60

50«

40 o

30 o

20w

Std. Dev = 8,84
Mean = 48,3
N = 185,00

HDL

Sekil 2. Ornek histogram



Dagihm asagida belirtilen hususlar dikkate alinarak degerlendirilmelidir
(14):

1. Dagihm sinirlarindan c¢ok fazla sapan asiri u¢ degerler
arastiriilmahdir. Asirt u¢ degerlerin hesap disi birakiimasi
gereklidir.

2. iki tepeli veya “bimodal” veya cok tepeli “polimodal” dagilimlar,
secilen grubun homojen olmadiginin gostergesidir. Referans
verileri alt gruplara bdlme kriterlerine gbre yeniden
degerlendirilmelidir.

3. Dagihm egrisinin goruntisu degerlendirilir. Can egrisi seklinde
olan Gaussian dagilim egrisine gore daha saga carpik (gs>0)
veya sola carpik (gs<0) ve daha dik (gk>0) veya daha basik
(gk<0) olabilir. Asimetri ve normalden farkh tepelesmelerde
diklik veya basiklik birlikte degerlendirilmelidir.

4. Dagilim grafiginin o6ncelikle degerlendiriimesi hesaplamalarin

gecerliligi kararinin verilmesin de yardimci olabilmektedir.

II. 1. 1. 9. 3. Asin Uclarda Go6zlenen Verilere Yakla sim (Sapan
Degerler)

Dagihmlar degerlendirilirken gozlenen dagilimdan ayrilmis asiri uc
degerler hesaplamalara alindigi zaman sonuglar olumsuz etkilenmektedir
(29).

Parametrik dagilimlarda veriler normal dagilim gosterdiginden asiri uc
degerler aritmetik ortalamanin £ 3 SD (standart sapma) veya + 4 SD sinirlari
disindaki degerler olarak alinir ve hesaplamalara katilmaz. Fakat biyolojik

veriler cogunlukla normal dagilima uymamaktadir (35).

Parametrik olmayan dagihmlarda asiri u¢ degerlerin saptanmasi ve
hesaba alinmamasi konusunda c¢esitli hesaplar Onerilmekte ve
uygulanmaktadir. “D/R kural” referans araliklarin hesaplanmasinda asiri uc

degerleri belirlemek icin 6nerilen yontemlerden biridir. Dixon tarafindan



Onerilen D/R oranina gore karar igin kestirim degeri 1/3 olarak kabul edilmistir
(32). “D degeri” asiri ug olup olmadigi test edilen degerle ona en yakin deger
arasindaki farktir. R degeri ise test edilen gozlemler de dahil tim veriler
arasindaki aralik degeridir. Bu kurala gore D degeri R degerinin 1/3'Une esit

veya 1/3’Unden yiksek ise test edilen veri hesaba alinmaz (17).

II. 1. 1. 9. 4. Referans De ger Araliklarinin Belirlenmesi

Referans duzeyler tek deger olarak kullaniimazlar. Referans aralik
sinirlari verilirken hangi yuzdelikler arasinin kabul edildigi belirtiimelidir.
Tanimlanan yuzdelikteki deger o yuzdelikteki konsantrasyonu belirtir. Glven
araligl populasyonun gercek yuzdelik degerlerinin ne kadar giivenle hangi
sinirda bulundugunu gosterir. Referans grup verilerinin dagildiklar alanin
%95’'lik merkezi alanindaki sonuglar referans degerleri temsil ederler. Bu
nedenle alt sinir 2.5’'uncu yizdelik, st sinir 97.5'uncu yuzdelik degeri olarak
alinarak referans dagilimin her iki ucundan %2.5’luk veri hesap disi birakilr
(Sekil 2). Bu nedenle IFCC bu yuzdelikler arasindaki araligin kullaniimasini
onermektedir (5, 14, 17).

CINS: 1 kadyn o4 2 5 persentil

60

% 97.5 persentil

% 95'lik merkezi alan

Sekil 3. Histogramda % 2.5 ve % 97.5 sinirlarinin gé  sterilmesi



Parametrik yontemle referans araliklar agagidaki sekilde hesaplanir. Bu
hesaplama ile merkezi alan % 95, alt sinir % 2.5 ve Ust sinir % 97.5'dir (14):
* (Aritmetik ortalama) - {1,96 x (standart sapma)}...2.5'uncu ytzdelik

* (Aritmetik ortalama) + {1,96 x (standart sapma)}..97.5’uncu yuzdelik

Parametrik olmayan yontemle referans araliklar hesaplanirken veriler
kigukten buylge olmak tzere siralanir. % 2.5 alt sinir ve % 97.5 Ust sinirlara
karsilik gelen sira numaralari asagida belirtildigi sekilde saptanir (14):

o Altsinir: r1=0.025 (n+1) ... 2.5'uncu yuzdelik

o Ustsinir: 12=0.975 (N+1).....ccvvnnee.... 97.5’'uncu yuzdelik

Hesaplanan her referans araligin alt ve ust sinirlari belirli sinirlar
arasinda degigir Referans araliklarin alt ve dst sinirlarinin gavenililigini
artirmak ve belirsizlik derecesini azaltmak icin alt ve Ust sinirlarin given
araliginin hesaplanmasi gerekmektedir. (14, 25). Bu sinirlarda %90 veya
%95 guvenle hesaplanir ve “%90 veya %95 guven araligi” olarak adlandirilir
(32). Orneklemdeki birey sayisi arttikga giiven arali§i daralir. Diger bir
deyigle bireyler arasindaki degiskenlik azalir. Referans aralik degerleri daha
guvenilir olur (Sekil 4) (35).

CINS: 1 kadyn
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Std. Dev = 8,84
Mean = 48,3
N = 185,00
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% 90 Given Araligi % 90 Guven Araligi

Sekil 4. Histogramda guiven araliklarinin gosterilmes i



Parametrik yontemde, %90 given araliklari asagidaki formule gore
hesaplanmaktadir (14, 35):

%90 Giiven Arali §i=(Alt veya st referans sinir) + {2,81(standart sa  pma)/~(veri sayisi)}

Parametrik olmayan yodntemle guven araliklarinin hesaplanmasinda

Tablo IX'da gosterilen degerlerden yararlaniimaktadir (14).

Tablo IX. %90 gilven arali gini belirleyen sira numaralari

Ornek sayist, (n) Sira

En az En cok a b

120 131 1 7

132 159 1 8

160 187 1 9

188 189 1 10

190 216 2 10

217 246 2 11

247 251 2 12

252 276 3 12

277 307 3 13

308 310 3 14

311 338 4 14

339 366 4 15

367 369 5 15
Not: “a” hedef populasyonun 2.5’'uncu yuzdelikteki sinirin %90 glven
araliginin alt sinirini temsil eden verinin numarasini gosterir. “b” hedef
populasyonun 2.5'uncu yuzdelikteki sinirin %90 given araliginin st
sinirini temsil eden verinin numarasini gosterir. 97.5 ytzdelik sinirlari igcin a
ve b degerlerine karslilik olan sira numaralari, n+1'den c¢ikarilir.




II. 1. 1. 9. 5. Referans De gerlerin Hesaplanmasinda Alt Grup
Degerlerinin Kar silastiriimasi

Biyolojik drneklerdeki 6lcim sonuglari bir ¢cok faktoriin etkisi altindadir.
Referans bireylerden bu etkenler dikkate alinarak alt gruplarin olusturulmasi
ile bireyler arasindaki varyasyonlar en aza indirilir. Sonu¢ olarak mumkin
oldugu kadar homojen gruplar elde edilmis olur. Alt grup degerleri elde
edildikten sonra gruplar arasindaki farkliliklar test edilerek karsilastirihr ve

klinik kullanima sunulur (14, 17).

Oncelikle alt gruplarin hangi kriterlere goére olusturulacagina karar
verilir. Bunun i¢in ¢alisma konusu olan analit ile ilgili fizyolojik bilgiler elde
edilir, Klinik yararhlik saptanir. Alt grup gerekiyorsa ve analitin klinik
anlamhligi da biliniyorsa en az 120 bireyden olusacak sekilde alt gruplar
ayrilir (5, 14, 17).

iki dagilimdaki ortalamalar ve grup ici degiskenliklerdeki farkliliklar
kargilastirlir. Ortalamalar arasindaki farklar, iki alt grup i¢in “Student’s t-testi”
ile, cok sayida alt grup icin “varyans analizi” ile test edilebilir. Bu testlere
parametrik olmayan alternatifler olan “Mann-Whitney U testi”, “Wilcoxon’un
rank-sum testi” ve “Kruskal-Wallis coklu érneklem” testleri uygulanabilir. Grup
ici varyasyonlarin farklari test edilirken iki varyans orani igin “Fisher’s F-testi”,
ikiden fazla varyans icgin “Bartlett’'s testi” ve normal dagihm varsayimina az

duyarli olan “Levene’s testi” gibi parametrik testlerden yararlanilabilir (39).

Alt gruplarin ortalamalari arasindaki farkin tibben énemli olan anlamlilik
derecesi iki yolla incelenebilir (35):

1. Standart normal sapma testi:

Tablo X'da belirtildigi gibi “z degeri” ve “kritik z degeri” hesaplanir.
Hesaplanan “z degeri” “kritik z degeri’nden buyuk ise alt gruplarin referans

araliklari ayr1 ayri hesaplanir.



Tablo X. z de gerlerinin hesaplanmasi i¢in kullanilan formaller

Z= (X1 — X2)

[(s51%/ n) + (522 1 np)]M?

(X1, X2 : Alt gruplarin aritmetik ortalamalari, si1, s, : Alt gruplarin standart

sapmalari, nq, ny: Alt gruplarin veri sayilar)

Zkrmk: 3 (nort/ 120)1/2 .................... na|tgrup = 60 I(;In
Zwii= 3 [(N1 + N2 / 240)]2 ........... Naitgrup = 120 iGin

2. Standart sapmalar arasindaki oran:

Standart sapmasi blyuk olan alt grubun standart sapma degeri kiiguk
olanin 1.5 kati veya daha fazlasi ise alt gruplarin referans araliklari ayri ayri
hesaplanir (14).

Birden fazla alt grup karsilastiriimasi gerektigi durumlarda problem
daha komplike hale gelir ve istatistiksel yardim gerekir. 3 veya daha fazla alt
grup icin ANOVA testi 6nerilmektedir. Bilgisayar istatistik programinda alt
gruplar eglestirilerek ANOVA ve F-test yapilir. Eslesmis ortalamalar Tukey
testi ile karsilastirilir. istatistiksel olarak anlamli farkhlik saptanan alt gruplar
anlamhlik icin z kriterine gore karsilastirilir. Yukarida aciklanan kriterler
referans araliklarinin laboratuvarlar arasindaki transferinde de kullanilabilir
(17, 40).

II. 1. 2. Referans Araliklarin Transferi ve Gegerli  Kilinmasi

Her laboratuvarin test listesindeki tim analitler icin guvenilir referans
araliklarini belirlemesi ana gorevlerindendir. Guvenilir referans araliklarin
hesaplanmasi analit sayilari ve yeni yontemlerin gun gittikce arttigi g6z
onune alindiginda zor ve vyiksek maliyetli bir islemdir. Bu nedenle

laboratuvarlar daha cok dretici firmalarin belirlemis oldugu veya baska



laboratuvarlarda hesaplanmig degerleri kullanmaktadirlar. Ancak bu degerleri
kullanima sokmadan ©6nce her laboratuvarin kendi kosullarina gore veri
transferini saglamasi gerekir. NCCLS veri transferinin yapilabilmesi igin bu

kosullari sdyle siralamistir (14, 17):

1- Populasyonlar tanimlanmali ve Ozellikleri birbiriyle 6rtismelidir

2- Her iki laboratuvar verileri de aralarinda analitik bias bulunma
durumu acisindan kontrol edilmelidir

3- Her iki laboratuvarin analitik performansi birbirleriyle uyumlu
olmahdir

4- Preanalitik, analitik ve postanalitik uygulamalar her iki

laboratuvarda standardize programlarla yapiimahdir

Ayni laboratuvara yeni bir analiz yontemi veya enstriman kurulduysa
bu durumda referans aralik transferinde analitik sistemler dikkate alinir.
Hasta oOrnekleri kullanilarak yapilan ydntem Kkarsilastirma deneylerinin
sonuclarina goére transfer gerceklestirilir. Genel olarak iki analitik sistem
benzer belirsizlik ve bilinen interferanslarin etkisindeyse, ayni veya
karsilagtirlabilir standart ve kalibratorler kullaniyorsa, sonuglar ayni
birimlerde ise ve yontem karsilastirma deneylerinden kabul edilebilir sonuclar

elde edildiyse veriler transfer edilebilirler (14,17,35).

Eger bir laboratuvar uretici firma veya diger laboratuvarin ayni analitik
sistem icin saptadigi referans araliklarini kullanacaksa bu durumda referans
popillasyonun farki giindeme gelir. Ayrica bunlara ek olarak preanalitik
faktorler de referans deger hesaplama calismalari kapsamina alinmalidir. Bu
tur transfer klinik laboratuvarlarda siklikla karsilasilan referans aralik transfer
tipidir (14, 17, 34).

Referans  araliklarin  transferinden  sonraki  asama, kendi
toplumumuzdaki gecerliliginin kanitlanmasidir. Populasyon ve analitik sistem
Ozellikleri ile olcutler degerlendirilerek karar verilir ya da kicuk referans

gruplar olusturularak referans araliklar degerlendirilir (35).



Il. 1. 3. Referans Araliklarin Belirtiimesi ve Bild irilmesi

Her analit icin hesaplanan referans araliklar laboratuvar sonug
raporlarinda belirtilirken 6zellikle yas ve cinsiyettten kaynaklanan farkliliklara
dikkat cekilmelidir. Bu aralk disinda olcilen degerler icin “yiksek” veya

“disuk” seklinde sonug raporlarinda uyari yapiimalidir (35).

II. 1. 4Turkiyede Yapilan Referans Araliklari Belir  leme Cali gmalari

Ulkemizde referans araliklarin hesaplanmasi (izerine o¢zellikle son
yillarda sinirh sayida da olsa calismalar yapiimigtir. Ornegin Denizli'de
laboratuvara bagvuran bireylerden ve ayrica saglikli bireylerden (41)
Bursa’da saglkl bireylerden (19) ve laboratuvar verilerinden (27) rutin
biyokimyasal analizlerin; saglikl bireylerden plazma total homosistein
diizeylerinin (42); pediatrik populasyonda serum bilirubin dizeylerinin (43);
40 yas ve Uzeri erkeklerde prostat spesifik antijen duzeylerinin (44) Tark
toplumuna ait referans araliklari ortaya koyulmustur. Rutin olarak Kklinikte
siklikla faydalanilan parametrelerin yaninda Uzerinde arastirmalar yapilan ve
Onemi ortaya konulan oksidatif stres ve antioksidanlar igin de Turkiye'deki
referans aralik calismalarinin gerekliligi yapilan birka¢ calisma ile ortaya
konulmustur (45, 46).

Il. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Oksidatif stres genel olarak prooksidan ve antioksidanlar arasindaki
dengenin prooksidanlar lehine bozuldugu patolojik bir tablodur. Canli
organizmadaki serbest radikallerin baglica kaynagi oksijendir. Serbest
oksijen radikalleri (SOR) normal hiicre metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan
yan UrUnlerdir ve baslica hedef molekulleri ¢oklu doymamis yag asitleri,
proteinler, karbonhidratlar ve nikleik asitlerdir (47).

Oksidatif stres ve buna bagl biyolojik etkilerin birgcok hastalikla iligkisi
oldugunu gosteren calismalar yapiimig ve halen yapiimaktadir. Bu hastaliklar

arasinda kalp damar hastaliklari, diyabet, kronik bobrek yetmezligi, bazi



kanser turleri, norodejeneratif hastaliklar, katarakt, respiratuvar distres
sendromu, romatoid artrit gibi bazi otoimmun hastaliklar ve enfeksiyon
hastaliklari bulunmaktadir (48, 49). Ancak serbest radikal ve antioksidan
sistemlere ait enzimlerin referans deg@erleri hakkinda literatirde bazi
calismalar olmasina ragmen halen ¢ok fazla veri bulunmamaktadir (50, 51,
52, 53).

I1l. 1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller icin bircok tanim yapilmasina ragmen en c¢ok kabul
goren tanim; bir serbest radikalin molekuler ya da atomik ydringesinde
bulunan ve genelde cok reaktif olan ciftesmemis elektron bulunduran bir
kimyasal trin oldugu seklindedir.Atomlardaki elektronlar yéringe olarak
bilinen bosluklarda hareket ederler. Her yoriingede birbirine zit yénde hareket
eden en fazla iki elektron bulunur (54).

Bir serbest radikal 3 yolla ortaya cikabilir (55):

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekilin homolitik yikimi sonucu
olusurlar (Bolinme sonrasi her bir pargada ortak elektronlardan biri
kalir).

XY — X +Y"

2. Normal bir molekilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekulin
heterolitik olarak bélinmesi ile olusurlar. Heterolitik bolinmede
kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlardan birisinde kalir.

XY p X +Y"7
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.
A+e —> A ®)

Serbest radikaller pozitif yukli, negatif yukli ya da noétral olabilirler.
Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar (54). Serbest
oksijen radikalleri yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif olduklarindan
tum hdcre bilesenleri ile kolayca etkilesebilme 0zelligi gosterirler ve

yapilarinin bozulmalarina neden olurlar (56). Biyolojik sistemlerdeki reaktif



oksijen turleri (ROS); superoksit radikali (O27), hidroksil radikali (HO"), nitrik
oksit (NO’), peroksil radikali (ROO’) ve radikal olmayan hidrojen peroksit
(H20O,) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en ©Onemli bilesenlerini
olustururlar (57, 58, 59).

l1l. 1. 1. Siiperoksit Radikali (O ;") (57, 58, 59)

Siiperoksit radikali (O2™) organizmada en ¢ok uretilen radikaldir. insan
vicudundaki pek cok molekdl (6rnegin mitokondriyal elektron transport
sistemi elemanlarinin bir kismi) oksijenle direkt olarak reaksiyona girerek O~
olugturabilir. Oy bu sekilde fizyolojik olarak olustugu gibi yabanci
mikroorganizmalari 6ldirmek Uzere aktif fagositler tarafindan koruyucu
amacla da duretilebilir. O," organizmada en cok Uretilen radikal olmasina
karsin reaktivitesi ¢cok yuksek degildir. Hidroksil radikaline (OH) gore daha
dustk bir reaktiviteye sahip oldugu icin acida ¢iktigi huicre bélimuinden daha
uzak yerlere diffize olabilir. Ancak bu difiizyon hicre icindeki stperoksit

dismutaz (SOD) enziminin yiksek konsantrasyonu nedeniyle sinirhdir.

SOD
Oy + 0y + 2H" > H.O2 + Oz

lll. 1. 2. Hidrojen Peroksit (H 20,) (57, 58, 59):

H,O, aslinda gercek bir serbest radikal degildir. Cunkd butln
elektronlar1 eslesmistir. Ancak demir, bakir, mangan gibi gecis metalleri ile
reaksiyona girerek ‘OH radikali olusumuna yol agabildiginden dolayr dnemli
bir oksidandir. H,O, DNA hasari yapici etkisini ‘OH radikali araciligi ile

gosterir.

H20, + Fe™ » OH+ OH + Fe*® (Fenton Reaksiyonu)

H,O, + Oy ».OH + OH" + O (Haber-Weiss Reaksiyonu)




H,O2'nin biyolojik 6nemi hidrofobik membranlardan kolayca difflize
olabilmesidir  (6rnedin  mitokondriyal membranlar). H;O, plazma
membranlarindan da kolayca diffize olarak toksik etkisini daha uzak
hiicrelerde de goésterebilir. insan hicrelerinden H,O.'nin uzaklastiriimasina

katalaz veya glutatyon peroksidaz (GPx) aracilik eder.

GPx veya Katalaz
2 H,O, > 2H,0+ 0,

lll. 1. 3. Hidroksil Radikali ( "OH) (57, 58):

Biyolojik sistemlerde bulunan potansiyel olarak en gucli oksidandir.
Yari 0mru ¢ok kisa ve reaktivitesi ¢ok yuksek oldugu i¢cin komgsu molekiillerle
hizla reaksiyona girer. Organizmada baglica Fenton ve Haber-Weiss
Reaksiyonlari ile elde edilir. ‘OH radikalinin en 6nemli 6zelligi hicre
membranlarina yakin yerlerde olustugunda membran fosfolipidlerinin yag
asidi yan zincirlerine etki ederek serbest radikal zincir reaksiyonunu

baslatabilmesidir.

lIl. 3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikal Hasarini n Dokular Uzerine
Etkileri

Serbest oksijen radikalleri ile makromolekiller (proteinler, DNA/RNA,
lipidler, karbonhidratlar) arasindaki etkilesimler reversibl ve irreversibl
oksidatif hasara yol acabilir (60):

« DNA/RNA uzerine olan etki: Deoksiriboz halkasinin ayrilmasi, baz
hasari, zincir kirilmalari sonucunda mutasyonlar, translasyonel hatalar
ve protein sentezi inhibisyonu ortaya cikar.

* Proteinler Uzerine olan etki: Agregasyon ve capraz baglanma,
parcalanma ve kirllma, tiyol gruplari modifikasyonu meydana gelir.
Sonucta enzim aktivitelerinde dedisimler, iyon transportu degdisimleri,

hiicre icine Ca*? girisinde artis olur.



e Coklu doymamis yag asitlerine etki: Lipid peroksidasyon Urunlerinin
olusumu hicre membran akigkanliginda azalma, permeabilite
degisiklikleri ve membrana bagh enzimlerin aktivitelerinde
degisikliklere yol acar.

« Karbonhidratlar zerine olan etki: Ozellkle monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu H,O,, peroksitler ve oksoaldehitler (glioksal,
vs) olusur. Antimitotik 6zellik gosteren oksoaldehitler karsinogenez ve

yaslanmada rol oynarlar.

[1l. 4. Antioksidanlar

Organizmada tim anabolik ve katabolik reaksiyonlar sirasinda surekli
olarak oksidanlar uretilmektedir (61). Bu reaktif oksijen turlerinin olusumunu
ve bunlarin meydana getirdi§i hasari 6nlemek icin vicutta “antioksidan
savunma sistemleri” olarak bilinen bazi savunma mekanizmalari
gelistirilmigtir (Sekil 5) (54). Boylece saglikh bir organizmada oksidan dizeyi
ve antioksidanlarin bunlar etkisizlestirme guci bir denge halinde bulunur
(Tablo XI) (61). Bu radikallerin olusma hizinda artma ya da ortadan kaldiriima
hizinda bir digsme dengenin bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak
adlandirilan bu durum sonugta doku hasarina yol agmaktadir (62)

Antioksidan molekuller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup,
olugsan oksidan molekullerin neden oldugu hasari hem htcre igi, hem de
hicre disi savunma mekanizmalariyla etkisiz hale getirirler. Hucre disi
savunma albumin, bilirubin, transferin, sertloplazmin, Urik asit, vitaminler gibi
cesitli molekdlleri icermektedir. Hicre ici serbest radikal toplayici enzimler
asil antioksidan savunmayi saglamaktadirlar. Bu enzimler superoksit
dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz (GPXx),
glutatyon rediktaz (GR), katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve
selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlari icin gereklidir
(63).



Tablo XI. Serbest Oksijen Radikalleri ve

Sistemleri

llgili Antioksidan Savunma

Serbest Oksijen

Radikalleri/Prooksidanlar

Superoksit

Singlet Oksijen

Hidrojen Peroksit

Hidroksil Radikali

Hipoklortz Asit

Lipid Hidroperoksitleri

Alkoksil ve Peroksil
Radikalleri

Nitrik Oksit Radikali
Peroksinitrit

Serbest Demir

Hem ve Hem Iceren
Proteinler

Bakir

Antioksidanlar

Enzimatik Olmayanlar

Suda Cozlnenler

Vitamin C

Vitamin C, Urik Asit,

Protein Tiyolleri

Vitamin C ve Protein

Tiyolleri

Vitamin C, Glutatyon
Vitamin C, Urik Asit,
Protein Tiyolleri,
(Albtimin)

B-Karoten, Albiimin,
Bilirubin
Tiyoller

Vitamin C
Transferin
Haptoglobin,

Hemopeksin, Albimin

Seriloplazmin, Urik
Asit, Albimin

Ya gda
Cozlunenler

Vitamin E

Vitamin E,
Ubikinol

Vitamin E

Vitamin E

Enzimatik

Superoksit

Dismutaz

Glutatyon

Peroksidaz

Glutatyon
Peroksidaz,
Glutatyon S-
Transferaz,

Paraoksonaz




Antioksidanlar etkilerini baglica su yollarla gosterirler (64):

» Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi veya serbest radikallerin
ortamdan uzaklastiriimasi

» Katalitik metal iyonlarinin uzaklastiriimasi

* COpcu (scavenger) etki: serbest oksijen radikalleri ile etkileserek
onlari yakalama ve daha az reaktif bagka bir molekiile ¢evirerek
etkisiz hale getirme (6rnegin, antioksidan enzimler)

e Sondurict (quencher) etki: Serbest oksijen radikalleri ile
etkilesime girip onlara bir proton aktararak aktivitelerinin
azaltiimasi veya inhibe edilmesi (6rnegin, flavinoidler, vitaminler)

* Onarici (repair) etki

* Zincir kirici (chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini ve
zincirleme reaksiyonlari baglatacak diger maddeleri baglayarak
zincir reaksiyonlarinin  yavaslatilmasi veya sonlandiriimasi

(6rnegin; transferin, ferritin, sertloplazmin).

Bircok antioksidan bu etkilerden birka¢ tanesini bir arada
gosterebilmektedir (61).

lll. 4. 1. Enzim Yapisindaki Antioksidanlar

lll. 4. 1. 1. Stperoksit Dismutaz (SOD) (E.C.1.15. 1.1)

Hicrede serbest oksijen radikalleri olusurken ilk basamakta stuperoksit
radikali (O,") meydana geldigi ve SOD enzimi bu radikalin dismutasyonunu

sagladigi icin hicre icindeki ilk savunma sistemini olugturmaktadir (65).

SOD
Oz + 0y + 2H" > H,0, + 03

SOD metalloprotein yapisindadir ve farkh formlarda stoplazmada,
mitokondriyal matriksde ve hiicre digi sivilarda bulunur (58). Okaryotik

hiicrelerde SOD’in ¢ farkh izoenzimi mevcuttur: Bakir, ¢inko SOD (Cu,Zn-



SOD), mangan SOD (Mn-SOD) ve hugre digi SOD (EC-SOD). Bakir ve ginko
iceren iki alt birimden olusan 32 000 Dalton molekul agirhigindaki form esas
olarak butun hucrelerin sitozolik kompartmaninda bulunurken (Cu,Zn-SOD),
80 000 Dalton molekul agirhkli Mn-SOD mitokondriyal matriksde yerlesim
gosterir. Mn-SOD total hiicresel SOD aktivitesinin onda birini olusturur ve
Cu,Zn-SOD’In tersine pH-duyarhdir; pH artisinda aktivitesi buyik olctude
azalir. EC-SOD, Cu,Zn-SOD yapisindadir ancak hiicre digi ortamda yer alir.
Vaskiler diz kas hicrelerinde sentezlenir, endotelyal ytizeyde hiicre disi
matrikse ve heparan silfat glikozaminoglikanlarina baglanir, endotel kaynakl
nitrik oksitin superoksit bagimli inaktivasyonunun en aza indirilmesini saglar
(66). Superoksit radikalleri spontan olarak dismutasyona ugrayabilirler ancak
SOD bu dismutasyonun hizini 10 kat artirir (67).

lll. 4. 1. 2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) (E.C.1.11 .1.9)

Aktif bolgesinde selenosistein aminoasidi iceren tetramerik enzim
ailesidir. Dusuk molekuler agirlikli tiyolleri kullanarak glutatyonu (GSH) ve
lipid peroksitlerini redikte eder. Gunumuizde dort tane GPx izoformu
tanimlanmistir: GPx-1 (hicresel GPx) batin htcrelerde bulunur ve hidrojen
peroksitlerini redikte eder; GPx-2 (gastrointestinal GPx) gastrointestinal
epitel hicrelerinde bulunur ve diyetsel peroksitlerin rediksiyonunu saglar;
GPx-3 (hicre disi GPx) memelilerde hicre digi kompartmandaki en énemli
antioksidan enzimdir; GPx-4 (fosfolipid hidroperoksit GPx) esterifiye lipidleri
redukte eder (66-69).

Glutatyon peroksidaz eritrositlerde oksidan strese kargi en etkili
antioksidan olup H,O; ve lipid hidroperoksitlerin rediksiyonunu katalizler. Her
iki reaksiyonda da indirgenmis glutatyon (GSH) hidrojen vericisi olarak
kullantlir (70).

GPx
2GSH + H,0, ———» GSSG + 2H,0

GPx
2GSH+ROOH_____, GSSH + ROH+ H,O



lll. 4. 1. 3. Glutatyon Reduktaz (GR) (1.6.4.2)

GPx'In reaksiyonu sirasinda olusan okside glutatyonu (GSSG) redikte
glutatyona (GSH) donusturerek dolayli olarak antioksidan etki gosteren bir
enzimdir (Sekil 6). Bu kataliz gerceklestirilirken koenzim olarak NADPH
kullantlir. GR enziminin hicresel fonksiyonu GSH:GSSG oraninin 20:1 olarak
kalmasini saglamaktir (71).

Redukte Glutatyon

{2 GSH)
NAI’.‘JP"'\ /' \

Hidrojen Peroksit

HzOz
Glutatyon reduktaz Glutatyon peroksidaz
Riboflavin I| - I}
{FAD) ¥

MNADPH+H*

L

Okside
Glutatyon

(GSSG)

Sekil 6. Glutatyon dongisu

Normal sartlarda GR ile GSSG’nin reduksiyonu oldukca hizhdir, ancak
oksidatif stres s6z konusu oldugunda GSSG birikimi olabilir. Bu durumda
GSSG ya hucrelerden transport olur veya protein sulfhidrilleri ile etkileserek
protein-disulfidlenmis glutatyon trunleri olusumununa neden olur (72).

GR

GSSG + protein-SH —,' protein-SSG + GSH

lll. 4. 2. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar
lll. 4. 2. 1. Antioksidan Vitaminler
Vitaminlerin yeterli miktarda alinimi normal bldylime-gelisme ve

saghgin surdurdlmesi icin gereklidir (73). Gunumizde vitaminler nutrisyonel

durum kandaki konsantrasyonlarinin 6lcimiu ile ortaya konmaktadir.



Vitaminlerin gunlik alinmasi gereken miktarlari (The Recommended Dietary
Allowance; RDA) Amerikali ve Kanadali toplumlarin serum veya kan referans
deg@erlerinin alt sinir konsantrasyonunu saglayacak vitamin alinimi temel

alinarak yapiimistir (74).

Vitamin eksikligi yaygin olmamasina karsin dogumsal metabolizma
bozukluklarinda veya diyet ile aliminin ciddi sekilde kisittanmasi sonucunda
eksiklik gorulebilir. Sikhkla karsilagilan vitamin eksikligi nedenleri beslenme
bozukluklari, besinlerin emilimini etkileyen bazi hastaliklar, asir kan
kayiplari, hemodiyaliz, metabolik nedenler ve bazi ilaglarin kullaniimasidir.
Vitamin duizeylerinin arttigi durumlar RDA dizeylerinin asildigi zamanlarda
gorulmektedir (14).

Vitamin duzeylerinin referans araliklarin digina ¢ikmasina neden
olabilecek durumlarda kisilerin vitamin duzeylerinin laboratuvar testleri ile
belirlenmesi gerekliligi 6nem kazanir. Bu gereksinim yeni yontemlerin
kullaniimasi ile elde edilen sonuglarin geligtiriimesini ve degerlendiriimesi

konusunu gindeme getirir (14).

Gunumizde laboratuvarlarda plazma, tam kan veya eritrositlerde
vitaminlerin  konsantrasyonlarini,  vitamin  durumunu kesin  olarak
degerlendirecek objektif metodlar ve veriler halen bulunmamaktadir (73).
Kullanilan RDA degerlerinin 6lgim metodlarindan bagimsiz referans degerler

olmadikca kesin olamayacagini bildirilmistir (74).

ll. 4. 2. 1. 1. Vitamin C (Askorbik Asit)

Vitamin C vicudun normal metabolik fonksiyonu icin gerekli suda
coziinen esansiyel bir vitamindir (75). insanlar ve diger primatlar glukronik
asit yolagindan C vitamini sentezlenmesi icin gerekli L-glukanolakton oksidaz
enzim geninin mutasyonu sonucu C vitaminini sentezleyemezler (76). Bu
nedenle C vitamininin diyetle alinmasi zorunludur; giincel RDA miktari sigara

icmeyen, saglikli eriskin icin 60 mg/gin olarak belirtilmistir (77).



Vitamin C biyolojik sivilardaki 6nemli suda ¢o6zinen antioksidandir
(78):

* Guclu bir elektron donéradir ve redukleyici ajandir, serbest radikallere
kargl scavenger gorevi yapar

* O;" Radikali, OH radikali ve hipoklor6z asidi indirger

» Aktif notrofil ve monositlerden kaynaklanan oksidanlari nétralize eder

« Demir ve bakir iceren reaksiyonlara etki eder. Ornegin; Fenton
Reaksiyonu

e Lipid peroksidasyonu baslamadan ©once sulu ortamdaki peroksil
radikalleri ile direkt olarak reaksiyona girerek membranlari peroksidatif
hasardan korur

* LDL oksidasyonunu onler ve elektronlari membrandaki E vitaminine
transfer eder

e Olusan E vitamini radikalini rediukte ederek E vitaminini yeniden
olusturur. Bdylece E vitamininin yeniden kullaniimasini saglar. Ayrica

antiproteazlarin oksidan maddelerle inaktive olmasini engeller (79).

VitE +VitC ——» VitE+VitC

VitC +2H" ___ JVitC

C vitamini hidrofilik bir molekdl oldugundan sulu ortamlarda E
vitaminine go6re daha iyi bir antioksidandir. Suda c¢6zinebilen diger
antioksidanlarla kiyaslandiginda plazma lipid peroksidasyonu engelleyen en
Iyi antioksidandir (80).

. 4.2.1. 2. Vitamin E

Vitamin E yagda ¢6zinen esansiyel bir vitamindir. Doymus yan zincirli
tokoferoller olarak adlandirilan birbiri ile iligkili iki grup igin kullanilan bir
terimdir. Bu gruplar kromanol halkalarinin 5, 7, 8. pozisyonlarindaki spesifik
metil gruplarina gére alfa, beta, gamma ve delta olarak izoformlara ayrilirlar.
Alfa tokoferol insan dokularinda en fazla bulunan ve en yuksek biyolojik
aktiviteye sahip formdur (Sekil 7) (81, 82). Antioksidan etkisi en fazla olan



alfa tokoferoliin yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka,
vitaminin kimyasal olarak aktif formunu olusturur ve antioksidan 6zellik de bu

gruptan kaynaklanmaktadir (83).

Phythyl
kuyru gu
~
Kroman
halkasi
Tokoferol ve
izoformlari
Fh F!.! F!-'l
a CH, CH, CH,
. CH, H CH,
. H H, CH
. H H CH,

Sekil 7. E vitamini ve izoformlari

Alfa tokoferol olugan reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tirlerine karsi
cok guclu bir scavengerdir (82). E vitamini (Tok-OH), peroksitler Gzerindeki
notralize edici etkisini kendisinin bir fenolik hidrojen atomunu peroksil
radikaline (ROO) transfer etmek suretiyle iki basamakta yapar (84):

ROO' + Tok-OH ROOH + Tok-O

ROO + Tok-Or ROOH + Stabil vitamin metaboliti

Tokoferol hiicre membran fosolipidlerinde bulunan ¢oklu doymamig
yag asitlerini lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirarak serbest
radikal etkilerinden korur ve bu nedenle zincir kirici antioksidan olarak
bilinmektedir (85):

LOO" (wipid peroksil radika) + O-TOkoferol-OH —p LOOH + a-Tokoferol-Ookoteroksil radikaii



Reaksiyon sonucu olusan tokoferoksil radikali stabil bir bilesiktir.
Vitamin C, ubiquinol, glutatyon ve NADPH molekulleri ile rejenere olabilir

veya glukronik asitle oksidasyona ugrayarak safra yolu ile atilir (Sekil 9) (86).

CH,

HO

Hy CHs T}i(iHj CH;
HC E}H;/»\‘ - CH,
CH,
Alfa Tokoferol A
lipid-O0O- Askorbat
Ubiquinol )

o \\ Glutatyon
lipid-O0H NADPH

Tokoperoksil radikali

Sekil 9: Alfa tokoferoltin lipid peroksidasyonundaki rolu

. 4. 2. 1. 3. Vitamin A

Vitamin A siklohekzenil halkasi tasiyan bir poliizopren bilesigidir. Alkol
(retinoller), aldehitler (retinaller) ve retinoik asitler basta olmak Uzere A
vitamininin c¢esitli vitaminik tarleri bulunur (Sekil 10) (14).

HzC CHz

Hetimmol
CHz

CHoOH

HaC: CH i
= }qﬁ ,E:_}HU,J:-_}HU/:-_}H__,-J;-_}H__,-'&:D

CHz

HzC CHz
COOH
. . i i
R etinoic Acid
CHz

HsC CHz

Hetinal [retinaldehyde])

HzC

T T e T T Ty T Ty T

B-carotene Ha& GHz
CHg

Sekil 10. A vitamininin vitaminik  sekilleri



Dogadaki en potent ve en iyi bilinen provitamin A, B-karotendir (24). A
vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karoten antioksidan 6zelliklerini
“sondurtcu etki” ile gostermektedir (84):

B-karoten + ROO —» ROO - B-karoten( -karoten radikali)

ROO - B-karoten' + ROO'_, ROO - B-karoten-OOR (radikal olmayan Uriin)

Karotenoidlerin yapisindaki konjuge cift baglar antioksidan aktiviteden
sorumludur. Son derece gucli bir singlet O, temizleyicisi olan B-karoten
ayrica hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleriyle de dogrudan reaksiyon
vererek lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu ©nleyebilir. Bu
reaksiyon esnasinda (-karoten membran i¢ yuzinde antioksidan rol

oynarken vitamin E dig yuzde gorev yapar (87).

Her B-karoten molekdlt iki peroksil radikalini baglayarak ortamdan
uzaklastirir. Ortamdaki oksijen konsantrasyonunun yiksek olmasi halinde ise
reaktif bir peroksil radikali olusur (87):

ROO - B-karoten + O, ROO - B-karoten —OO
ll. 4. 2. 1. 4. Vitamin B ; (Tiamin)
B; vitamin olarak bilinen tiamin suda c¢6zinen B-kompleks

vitaminlerindendir (88). Yan gruplar tagiyan bir pirimidil tiyazol halkasidir
(Sekil 11) (14).

H
MH, N g
i
N"f CH.—M 7 A
| qu_CHg
/L\% CH;

Tiamin (vitamin B1)

Sekil 11. Tiaminin kimyasal yapisi



Tiamin insan vicudunda serbest tiamin ve fosforile formlar (tiamin
monofosfat, tiamin trifosfat ve tiamin pirofosfat (tiamin difosfat olarak da
bilinir) halinde bulunur (88).Tiamin pirofosfat (TPP) onemli enzimlerin
koenzimi olarak goérev yapar. Serbest tiaminden sentezlenebilmesi icgin

magnezyum, ATP ve tiamin pirofosfokinaz gereklidir (89).

PirGvat dehidrogenaz, a-ketoglutarat dehidrogenaz ve dalli-zincirli
ketoasit dehidrogenaz enzimleri TPP’e bagli mitokondriyal enzim
kompleksleridir ve pirlvat, a-ketoglutarat ve dalli zincirli aminoasitler
derivelerinin  dekarboksilasyonuna katilarak enerji metabolizmasinda
esansiyel rol oynar (90). Ayrica TPP pentoz fosfat yolaginin transketolaz
enzimi icin  de koenzimdir. Transketolaz  oksidatif karbonhidrat
metabolizmasini kontrol eder (Sekil 13) (91).
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Sekil 13: Tiamine ba gli enzimler

Tiamin; aldehitler, polifenoller ve askorbik asit Uzerine antioksidan
etkiler yapar (92). Yapilan calismalarda tiamin-askorbik asit kompleksinin
Ozellikle merkezi sinir sisteminde dopaminin serbest radikallerce okside
olmasini inhibe ettigi belirtiimistir (93). Tiamin eksikligi olan siganlarin beyin
dokusunda serbest radikallerin, karacigerde de lipid peroksidasyon

artnlerinin arttig1 gosterilmistir. Ayrica tiaminin in vitro olarak sican karaciger



mikrozomlarinda lipid peroksidasyonunu ve oleik asitin serbest radikallerle
oksidasyonunu engelledigi bildirilmistir (92, 94).

lll. 4. 2. 1. 5. Vitamin B , (Riboflavin)

Riboflavin vicutta esas olarak flavin adenin dintkleotid (FAD) ve flavin
mononukleotid (FMN) koenzimlerinin  integral bir bileseni olarak
bulunmaktadir (95). Riboflavinden tirevlenen bu koenzimlere flavinler, flavin
koenzimi kullanan enzimlere de flavoproteinler adi verilir (96). Flavinler
oksidaz, reduktaz ve dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesi igin esansiyel olan
prostetik gruplardir. FAD ve FMN redoks tepkimelerinde elektron tasiyicisi

olarak aktivite gosterirler (97).

Flavin oksidazlar oksijeni elektron akseptori olarak kullanarak H,O2'e
iki elektron veya suya dort elektron transfer ederler (88). Flavin rediktazlar
substratlarin rediiksiyonunu katalizler. NAD(P)H+H" , FAD’I FADH,'e rediikte
eder bu da sitokrom veya okside glutatyonu (GSSH) redikte eder. Flavin
reduktaz icin tipik bir érnek olan glutatyon rediktaz NADPH'1I redukleyici
substrat olarak kullanir. Flavin dehidrogenazlar substrattan hidrojen
hareketini katalizler ve hidrojeni akseptore transfer ederek oksidasyon-

reduksiyon reaksiyonlarinda kullanir (98).

Riboflavin durumu genellikle eritrosit ya da uriner flavin duzeyleri ile
veya eritrosit glutatyon rediktaz aktivitesi ile degerlendirilir. Riboflavin
eksikligi glutatyon rediiktaz aktivitesinde azalma ve dusuk glutatyon dizeyleri
yaninda glutatyon peroksidaz (H,O,: Glutatyon oksidorediktaz), katalaz,
aldoz rediktaz (alditol: NADP oksidorediiktaz) aktivitelerinde de diusmeye
neden olur (97, 99).

. 4. 2.1. 6. Vitamin B ¢

Be vitamininin piridoksal piridoksamin ve piridoksin (piridoksol) olmak

Uzere U¢ dogal sekli vardir (Sekil 15) (14). Bu ¢ dogal seklin fosfat deriveleri



piridoksal 5-fosfat, piridoksin 5-fosfat ve piridoksamin 5-fosfattir. Piridoksal 5-
fosfat insan metabolizmasi igin ¢ok ©6nemli reaksiyonlarda yaklasik 100
enzimin aktif koenzimidir (100).

D‘h
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Sekil 15. Vitamin B ¢'nin do gal formlari

Vitamin Bg direkt antioksidan aktiviteye sahiptir. Piridoksamin piridoksine
gore glukoz otooksidasyonu boyunca stperoksit radikali olusumunu, glikolize
hemoglobin olusumunu ve eritrosit lipid peroksidasyonunu daha etkin olarak
onlemektedir (101). Vitamin Be diabetiklerde antioksidan ¢zelliklere sahiptir.
Ozellikle piridoksin tedavisi eklenen diabetik hastalarda oksidatif stresin ve
diabetik komplikasyonlarin azaldigi gosterilmistir (102). Piridoksamin H,O.'e
kargl savunmada piridoksale gore daha etkin olmasina ragmen piridoksal
superoksit radikal olusumunu inhibe etmede daha etkilidir (103). Vitamin Bg
indirekt olarak da selatlama etkisi ile antioksidan olarak goérev yapabilir.
Piridoksin sican boébreginde oksidatif stresi ve toksisiteyi azaltir (104).
Piridoksal yine sicanlarda demir selatlama aktivitesi nedeniyle demir atilmini
artirirken (105) piridoksamin hepatositte artan oksidatif stres sitotoksisitesini
azaltir (106). Mekanizmasi tam olarak bilinmese de vitamin Bgnin
antioksidan 6zellikleri peroksil radikalleri ile hidroksil ve/veya amin gruplarinin

etkilesimi sonucu oldugu diustnulmektedir (107).



Vitamin Bg metionin dongusune katilarak homosisteinin  metabolize
olmasinda rol oynamaktadir (Sekil 16). Homosisteinin kandaki regilasyonu
vitamin Bi,, folik asit ve vitamin Bg'ya baghdir (108). Vitamin Bg trans-
sulfirasyon reaksiyonlari ile, folik asit ve vitamin B;, de metilasyon yolagiyla
intraselltler olarak metabolize olur (109). B vitamin eksikligi sonucu ortaya
ctkan hiperhomosisteinemi durumunda homosisteinin tiyol gruplarinin
otooksidasyonu sonucu olugan intraselliler stperoksid anyonu endotelyal
vazodilatasyonu bozar (110). Gézlemler homosistein antioksidan enzimlerin
ekspresyonunu azaltmaktadir (111) ve hicreleri oksidatif ajanlarin oksidatif

stres hasarina karsi daha duyarh kilmaktadir (112).
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Sekil 16: Homosistein metabolizmasi



MATERYAL VE METOD

|. Caligma Grubu ve Ornek Toplanmasi

Bursa ilinde, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Tahliller, Egitim
ve Arastirma Merkez Laboratuvarinda, 07.03.2005-31.05.2006 tarihleri
arasinda, 18-45 yaglar arasindaki saglikli, enfeksiyon, alerji ve sistemik
hastaligi olmayan National Committee for Clinical Laboratory Standarts
(NCCLS) C28-A prosediriine uygun olarak hazirlanan ve preanalitik etkenler
degerlendirilerek sorular eklenen anket formuna (Tablo Il) gore hastane
personelinden 6n degerlendirme yapilan 407 birey (224 kadin, 183 erkek),
secilmistir. Diurnal varyasyonu onlemek icin 12-14 saatlik bir gecelik aclik
sonrasl, sabah 10:00’'a kadar vakumlu tiplere (BD Vacuitainer Systems) [1
adet EDTA’h tip (2 mL), 1 adet heparinli (4 mL), 1 adet antikoagulansiz tup
(4 mL)] olmak tzere 10 mL kan alindi. vitaminlerin analizi igcin EDTA’lI tam
kan; SOD ve GPx icin heparinli tam kan kullanildi. GR, Total antioksidan
kapasite (TAOK), A, E, C, Bg vitaminleri icin antikoagulansiz tiipe alinan kan
2000 g'de 10 dakika santrifuj edildi, serum ayrildi. Ayrilan kanlardan B;, B,
A, E, Bg vitaminleri ve GR, TAOK numuneleri direkt; SOD, heparinli plazma
ayrildiktan ve % 0.9 NacCl ile dort kez yikanarak elde edilen eritrosit paketi
elde edilerek; C vitamini ise Chromosystems Diagnostics International By
HPLC (Almanya) Kkitleriyle ©on hazirlik asamalari sonrasi calismaya
hazirlanarak analize kadar -20°C’de 1 ay kadar saklandi.

[l. Analitler ve Analitik Sistem

1. Yiksek basingh sivi kromatografi (HPLC) cihazi, "Agilent 1100

Series" (Almanya)

Otoanalizor “Abbott Aeroset” (Almanya)

Spektrofotometre, "Shimadzu U.V. Visible 1601" (Japonya)
Su banyosu, "Nuve BM 302" (Turkiye)

Santrifdj, "Nive 1000R " (Turkiye)

ok~ 0N



6. Santrifij, "Hettich Mikro 200" (Almanya)

7. Kargtirici (vorteks), "Nuve NM 110" (Turkiye)

8.

9. Otomatik pipet (100 pL), "Rainin Pipet-Lite SL 100" (A.B.D.)

Otomatik pipet (20 L), "Rainin Pipet-Lite SL 20" (A.B.D.)

10. Otomatik pipet (200 uL), "Rainin Pipet-Lite SL 200" (A.B.D.)
11. Otomatik pipet (1000 pL), "Rainin Pipet-Lite SL 1000" (A.B.D.)
12. Otomatik pipet (1-5 mL), "Exelpette XLD 5000" (ingiltere)

13. Otomatik pipet (200-1000 uL), "Eppendorf" (Almanya)

14. Derin dondurucu (-20° C), "inoksan ZS 520 " (Turkiye)
15.Buzdolabi “Bosch FD 7810” (Almanya)

=

[1l. Ticari Kitler

Vitamin A, E; “Chromsystems Diagnostics by HPLC” (Almanya) Lot.
No.155 Kat. No. 34000

Vitamin A, E kontrol; “Chromsystems Diagnostics by HPLC”
(Almanya) Lot. No.064 Kat. N0.0036, 0037

Vitamin C; “Chromsystems Diagnostics by HPLC” (Almanya) Lot.
No.414 Kat. No. 65000

Vitamin C kontrol; “Chromsystems Diagnostics by HPLC” (Almanya)
Lot. No.225 Kat. No. 0075, 0076

Vitamin B;; “Chromsystems Diagnostics by HPLC” (Almanya) Lot.
No.455 Kat. No. 35000

Vitamin B; kontrol; “Chromsystems Diagnostics by HPLC” (Almanya)
Lot. N0.194 Kat. No. 0034, 0035

. Vitamin Bj; “Chromsystems Diagnostics by HPLC” (Almanya) Lot.

No.265 Kat. No. 37000

Vitamin B, kontrol; “Chromsystems Diagnostics by HPLC” (Almanya)
Lot. No.194 Kat. No. 0034, 0035

Vitamin Bg; “Chromsystems Diagnostics by HPLC” (Almanya) Lot.
No0.265 Kat. No. 31000/S

10.Vitamin Be kontrol; “Chromsystems Diagnostics by HPLC” (Almanya)

Lot. No.074 Kat. No. 0038, 0039



11.Sidperoksid Dismutaz (Ransod), “Randox Laboratories Ltd.”
(ingiltere) Lot. No. 034217 Kat. No. SD125

12.Glutatyon Rediiktaz, “Randox Laboratories Ltd.” (ingiltere) Lot. No.
041732 Kat. No. GR2368

13.Glutatyon Rediktaz Kontrol Serum, “Randox Laboratories Ltd.”
(ingiltere) Lot. No. 097GR Kat. No. GR 2608

14.Glutatyon Peroksidaz (Ransel), Lot. No. 043387 Kat. No. RS504

15.Total Antioksidan Kapasite; “Randox Laboratories Ltd.” (ingiltere)
Lot. No. 041747 Kat. No. NX2332

16.Total Antioksidan Kapasite Kontrol Serum, “Randox Laboratories
Ltd.” (ingiltere) Lot. No.155NX Kat. No. NX2331

IV. Kimyasal Malzemeler

Sodyum dihidrojen fosfat, “Merck” (Almanya) Kat. No. 6345
Potasyum ferri siyanur, “Merck” (Almanya) Kat. No. 4971
Potasyum dihidrojen fosfat “Merck” (Almanya) Kat.No. 4871
Potasyum ferri siyanur, "Merck" (Almanya) Kat.No. 4971
Potasyum siyantr, "Merck" (Almanya) Kat.No. 4966
Sodyum bikarbonat, "Sigma" (Almanya) Kat.No S 5761

o gk wbhRE

V. Yontemler

V. 1. Eritrosit Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivit  esinin Olguimi

GPx aktivitesi ticari kit (Ransel) kullanilarak olculdi. GPx enzimi,
glutatyonun  (GSH)  kumenhidroperoksit  tarafindan  oksidasyonunu
katalizlemektedir. Meydana gelen okside glutatyon, glutatyon rediktaz (GR)
ve NADPH varhginda hizla redukte olurken ayni anda NADPH okside olarak
NADP* 'ye déniismektedir.



GPx
2GSH + ROOH » ROH + GSSG + H,0O

GR
GSSG + NADPH + HY — NADP" + ‘GSG

Bu reaksiyon sirasinda 340 nm’deki absorbans azalmasi (AAbs) GPx

aktivitesi ile dogru orantihdir.

Ayiraclar:

1. Ransel ayirag: GSH (4 mmol/L), GR (= 0.5 U/L) ve NADPH
(0.34 mmol/L)

2. Ransel tampon: 4.3 mmol/L EDTA iceren 0.05 mol/L fosfat
tamponu (pH:7.2)

3. Ransel kimenhidroperoksit: (0.18 mmol/L)

4. Ransel dilie edici ayirag

5. Double Drabkin ayiract: 50 mg potasyum siyanid ve 200 mg
potasyum ferri siyanid ve 1 gr sodyum bikarbonat 500 ml distile

su ile hazirlandi.

Deneyin Yapllisi:

GPx aktivitesinin olcimu icin 50 pL tam kan, 1 mL Ransel sulandirici
ayirag ile seyreltilerek hemolizat elde edildi ve 5 dakika bekletildikten sonra 1
mL Double Drabkin ayiraci ile karigtirildi. Bu karisim en gec¢ 20 dakika icinde
kullanildi. 1 mL Ransel ayiraci tizerine yukaridaki karisgimdan 20 pL eklendi.
37 °C lik su banyosunda 5 dakika bekletildikten sonra reaksiyonu baslatmak
icin Uzerine kimenhidroperoksit ¢Ozeltisinden 40 pL ilave edildi. 1 dakika
sonra baslangi¢c absorbansi kaydedilerek stre baslatildi. 1. dakika ve 2.
dakikada absorbanslar kaydedildi ve dakikadaki absorbans azalmasi
(AAbs/dk) hesaplandi. Kor olarak calisma c¢oOzeltisine 6rnek yerine 20 pL
distile su konuldu. Absorbans o6lcumleri spektrofotometrede 340 nm dalga

boyunda yapildi (Tablo XIlI).



Tablo XII: GPx aktivitesi dlgimu

KOR NUMUNE
Dille Numune - 20 pL
Distile Su 20 pL -
Reagent ImL 1mL
Kumenhidroperoksit 40 pL 40 pL

Hesaplama: Kor aktivitesinden numune aktivitesi cikarildi ve c¢ikan sonug
dilisyon faktort olan 41 ile (50 pL tam kan + 1 mL Ransel diltie edici ayira¢ +
1 mL Double Drabkin ayiracli: Numune 41 kez dilie edilmis oldu) carpildi. U/L
enzim aktivitesini veren bu deger numunenin Drabkin ayiraci ile dl¢cilmus g/L
cinsinden hemoglobin degerine  bélinerek hesaplandi. Sonuglar gram

hemoglobin basina Unite olarak verildi (U/g Hb).

V. 2. Eritrosit SOD Aktivitesinin Olguimi

Eritrosit SOD aktivitesi ticari kit (Ransod) kullanilarak o6lculdd. Bu
yontemde ksantin, ksantin oksidaz (XO) enziminin katalizi ile O, radikali
olusturur. Olusan bu radikal, 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-
feniltetrazolyumklorid (INT) ile reaksiyona girer ve pembe renkli bir bilesik
olusturur veya SOD enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile dismutasyona
ugrayarak H,O, ve O, meydana gelir. Boylece INT ile reaksiyona giren O3
miktari azaldigi icin reaksiyon inhibe olur.

Ksantin Oksidaz
Ksantin » Urik asit + Oy

(o SOD
INT—> Pembe renkli bilesik veya O, + Oy + 2H——— O, + H,0,



Burada SOD aktivitesinin 6lcimua yukaridaki reaksiyonun inhibisyon
derecesinin o6lcilmesine dayanmaktadir. Agiga ¢ikan pembe renk eritrosit
SOD aktivitesi ile ters orantihidir.

Ayiraclar :

1- 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.0): 0.68 g KH,PO, ve 0.71 g
Na;HPO, 9 dL distile suda ¢ozuldu ve pH’si kontrol edilip 1 L’
ye tamamlandi.

2- Ransod substrat: Ksantin (0.05 mmol/L), LN.T. (0.025
mmol/L)

3- Ransod tampon: CAPS (40 mmol/L, pH 10.2) ; EDTA (0.94
mmol/L)

4- Ransod ksantin oksidaz: (80 U/L)

5- Ransod standart: (4.6 U/mL)

Deneyin yapilisi

SOD aktivitesi 6lgcimu icin, 0.5 mL tam kanin eritrosit paketi alindi ve
hacmi soguk distile su ile 2 mL'ye tamamlandi. Bu karigim +4 °C’'de 15
dakika bekletilerek hemolizat elde edildi. Hemolizat 0.01 M fosfat tamponu
(pH 7.0) ile 25 kez sulandirildi. Deney 37° C' lik sartlarda gerceklestirildi.
Deney sirasinda kor tiptne 25 pL fosfat tamponu, numune tuptne 25 pL
dilie hemolizat ve standart tipine 25 pL standart konulduktan sonra her bir
tipe sirasiyla 850 pL substrat ve 125 pyL ksantin oksidaz enzimi eklenerek
karigtirldi ve 30 saniye bekledikten sonra her bir tlp igin spektrofotometrede
505 nm dalga boyunda absorbans sifirlandi ve 3 dakika sonra son absorbans
kaydedilerek AA/dk hesaplandi (Tablo XIlII).



TabloXIll: Eritrosit SOD aktivitesinin dlgimu

KOR NUMUNE STANDART
Fosfat tamponu 25 pL - -
Dillie hemolizat - 25 pL -
Standart - - 25 uL
Substrat 850 pL 850 pL 850 pL
Karistirildi
Ksantin Oksidaz 125 pL 125 pL 125 pL

Hesaplama: Numunelerin ve standartlarin SOD’'In  sagladigi INT
reduksiyonunun % inhibisyon degeri hesaplanir :
Numunenin/Standartlarin % inhibisyon = 100-|AA/dk Numune/Standart x 100 ]
AA/dk Koér

Standart konsantrasyonlarinin logaritma degerleri y eksenine ve %

inhibisyonlari x eksenine vyerlestirilerek standart egri grafigi cizilir. Bu
grafikten elde edilen y= ax + b denkleminde formule gore elde edilen
numunelerin % inhibisyon degerleri denklemde x yerine konularak y degerleri
bulunur. y degerinin antilogaritmasi alindiginda numunenin konsantrasyonu
U/mL cinsinden belirlenmis olur. U/mL olarak saptanan deger hemolizatin
hemoglobin degerine bolindugunde eritrosit SOD aktivitesi gram hemoglobin
basina unite olarak elde edilmis olur (U/g Hb).

V. 3. Serum Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin ~ Olgumi

Glutatyon rediktaz NADPH varliginda okside glutatyonun (GSSG)
rediksiyonunu katalize eder. 340 nm'de Olgulen absorbans azalmasi

Olcllerek GR aktivitesi hesaplanir.

NADPH + H" + GSSG GR , NADP" + 2 GSH (Redulkte glutatyon)



Ayiraclar :
1. Tampon: Potasyum fosfat (250 mmol/L, pH 7.3) EDTA (0.5

mmol/L)
2. Substrat : Okside Glutatyon (GSSG) (2.2 mmol/L)
3. NADPH : (0.17 mmol/L)

Deneyin yapilisi : GR élgiimleri Randox Laboratories Ltd.’nin (ingiltere)

kitleri kullanilarak Abbott-Aeroset (Almanya) otoanalizoriine uyarlanarak
yapildi. 8 pL hacimde numune ve kontrol serumlari 200 pL substrat ile
karistirihp 40 pL NADPH eklenir. 37°C ve 340 nm'de 1. ve 5 dakikadaki
absorbanslar kaydedilir (Tablo XIV).

Tablo XIV: GR aktivitesi 6lctimi

NUMUNE KONTROL
Kontrol - 8 uL
Numune 8 uL -
Substrat 200 pL 200 pL
NADPH 40 pL 40 pL

Hesaplama: 1. ve 5. dakikalardaki absorbanslar arasi fark
kalibrasyon katsayisi 4983 ile carpilarak glutatyon rediktaz aktivitesi

anite/litre (U/L) cinsinden hesaplandi.

V. 4. Serum Total Antioksidan Kapasitesinin Olgiimii

ABTS® (2, 2- Azino-di- [3-etilbenztiazolin siilfonat]), peroksidaz
(metmyoglobin) ve hidrojen peroksit ile inktbe edildigi zaman 600 nm’'de
absorbans veren mavi-yesil renkli ABTS radikali olusur. Numunenin
icerigindeki antioksidan kapasite ile dogru orantili olarak renkte meydana

gelen azalma spektrofotometrik olarak olculdr.



HX-Fe" + H,0, X —[Fe"'=0] + H,0
ABTS®+ X —[FeV=0]____ | ABTS®*+ HX - Fe"

HX-Fe" = Metmyoglobin

X — [Fe" = 0] = Ferrimyoglobin

Ayiraclar :
1. Tampon : Salin ile tamponlanmis fosfat (80 mmol/L, pH 7.4)

2. Kromojen : Metmyoglobin (6.1 pmol/L)
ABTS® (610 pmol/L)
3. Substrat : Hidrojen peroksit (stabilize formda) (250 umol/L)
4. Standart: 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2 karboksilik
asit (1.65 mmol/L)

Deneyin _vyapilisi : TAOK dlcimleri Randox Laboratories Ltd.'nin

(ingiltere) kitleri kullanilarak  Abbott-Aeroset (Almanya) otoanalizdre
uygulanarak cahgsildi. 4 pL distile su/standart/numune 0Ornegi 200 pL
kromojen ile kanstirilip 37°C’de ve 600 nm'de ilk absorbans élgiilir. Daha
sonra 200 pL substrat solisyonu eklenir ve 3 dakika sonraki absorbans
belirlenir (TabloXV).

Tablo XV: TAOK 6l¢cimd

KOR STANDART NUMUNE
Distile su - -
Standart - 4 uL -
Numune - - 4 pL
Kromojen 200 pL 200 pL 200 pL
Baslangic absorbansi (A;) ol¢ular
Substrat (H20>) 40 pL 40 pL 40 pL

Substrat eklendikten sonraki 3. dakikada A, absorbansi 6lculdr.

A, - A;= numune/standart/kor




Hesaplama:
Faktor= Standart Konsantrasyonu / (A A Kor - A A Standart)

Total Antioksidan Kapasite (mmol/L) =Faktor x (A A Kor-A A Numune)

V. 5. Vitamin Diizeylerinin Olgiimii

Vitamin A, E, Be dizeyleri serumda, vitamin B;, B, dizeyleri EDTA’li
tam kanda, vitamin C duzeyleri heparinli plazmada yiksek basingli sivi
kromatografisi (High Performance Liquid Chromotography-HPLC) yontemi ile
Chromsystems Diagnostics by HPLC (Almanya) kitleri kullanilarak, Agilent
1100 Series HPLC (Almanya) cihazinda calisildi. Vitamin A, E, C'nin
analizinde ultraviyole (UV) dedektor kullanilirken, vitamin B;, B,, Bg'nin

analizinde floresans dedektdr kullanildi.

HPLC kromotografik metodlarin guincel ve gelismig bir seklidir. HPLC’de
yiuksek basincli pompalar ve basincgli akimin kuvvetine karsl koyacak sekilde
yapilmis, delikli kati maddeyle kapli kolon (sabit faz) kullanilir. Analizi
yapilan molekuller tampon c¢ozelti (mobil sivi faz) ile birlikte kolon iginde
ileriye dogru akim yonunde, belirli bir hizda ve basingta ilerletilir. Maddelerin
yuk, buayuklik, baglanma afinitesi gibi 6zelliklerine gére kolon iginde filtrasyon
teknigiyle ayristiriimasi saglanir. (113). Kolondan ciktiktan sonra bilesiklerin
sogurduklart enerji miktarlari fotometrik, florometrik ve elektrokimyasal
dedektorlerce dlgular (14).

Vitamin A, E 6lcimdi icin enjeksiyon hacmi 50 pL, akis hizi 1.5 mL/dk,
kolon sicakligl 20-25°C olarak ayarlandi. UV dedektorde ilk absorbans 325
nm dalga boyunda 3. dakikadaki absorbans 295 nm’de saptandi ve 15 dakika
icinde kromotogramlar elde edildi (Sekil 17). internal standarda gére cihaza

ait bilgisayar programinda hesaplamalar yapildi.

Vitamin analizleri sonucunda elde edilen degerler mg/L ve pg/L

birimleriyle ifade edildi. Literatirlerde pmol/L cinsinden ifade edilen degerler



cevirim faktorlerinden faydalanilarak mg/L ve pg/L birimlerine donagsturaldi
ve karsilastirmalar yapildi.
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z.00 4,00 6,00 §,00 10,00 12,00

Dakikalar

-

Sekil 17. Vitamin A, E kromotogrami

Vitamin C dlcimunde enjeksiyon hacmi 20 pL, akis hizi 1 mL/dk, kolon
sicakhgl 20-25°C olarak ayarlandi.UV dedektdérde absorbans 245 nm'de
saptandi ve 5 dakikallk dénemde kromotogramlar elde edildi (Sekil 18).

internal standarda gore cihaza ait bilgisayar programinda hesaplamalar
yapildi.
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Sekil 18. Vitamin C kromotogrami



Vitamin B; 6lgiminde enjeksiyon hacmi 50 pL, akis hizi 1 mL/dk, kolon
sicakhgl 20-25°C olarak ayarlandi. Floresans dedektérde eksitasyon
absorbansi 367 nm’'de emisyon absorbansi 435 nm'de saptandi ve 5
dakikallk donemde kromotogramlar elde edildi (Sekil 19). Elde edilen

absorbanslarla cihaza ait bilgisayar programinda hesaplamalar yapildi.

250,00
Vitamin B,
200,00
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100,004
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0,004
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1,00 2,00 3,00 4,00
Dakikalar

Sekil 19. Vitamin B ; kromotogrami

Vitamin B,'nin 6lciminde enjeksiyon hacmi 50 pL, akis hizi 1.5 mL/dk,
kolon sicakli§i 20-25°C olarak ayarlandi. Floresans dedektérde eksiyasyon
absorbansi 465 nm’de emisyon absorbansi 525 nm’'de saptandi ve 8
dakikallk dénemde kromotogramlar elde edildi (Sekil 20). Cihaza ait

bilgisayar programinda hesaplamalar yapildi.
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Sekil 20. Vitamin B ; kromotogrami



Vitamin Bg'nin Olgciminde enjeksiyon hacmi 40 pL, akis hizi 1 mL/dk,
kolon sicakhgi 20-25°C olarak ayarlandi. Floresans dedektérde eksitasyon
absorbansi 320 nm’de emisyon absorbansi 415 nm'de saptandi ve 8
dakikallk donemde kromotogramlar elde edildi (Sekil 21). Elde edilen

absorbanslarla cihaza ait bilgisayar programinda hesaplamalar yapildi.
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Sekil 21. Vitamin B g kromotogrami

Dakikalar

VI. Referans Araliklarin Hesaplanmasi
Analizler sonucunda elde edilen veriler bilgisayarda Statistical
Packages for Social Sciences (SPSS 10.0) istatistik programina aktarildi ve

parametrik olmayan yontem kullanilarak referans araliklar analiz edildi:

Parametrik Olmayan Yontem

1. Veriler cinsiyetlere gére alt gruplara ayrildi

2. Her analitin verilerinin dagilimi gorsel olarak incelendi

3. Cinsiyetten bagka alt gruplara ayrihp ayrilamayacagi
degerlendirildi

4. Asiri ug degerler incelendi (D/R kuralina gore)

5. Cinsiyetler arasi farkin olup olmadigi arastirildi (Standart normal

sapma testi)



6. Parametrik olmayan yonteme go6re referans aralik sinirlari
hesaplandi

7. Alt ve ust sinirlarin % 90 giiven araliklar saptandi
VII. Veri Analizi ve istatistik

istatistiksel hesaplamalarda, dizin islemlerinde ve histogramlarin
cizilmesinde SPSS 10.0 bilgisayar programindan yararlanildi. Degiskenlerin
analitlerle olan iligkilerinin saptanmasinda ise “Pearson Korelasyon testinden”
yararlanildi. Parametrik  olmayan  yontemle given  araliklarinin

hesaplanmasinda Tablo 1X’da gosterilen degerlerden yararlaniimistir.



SONUCLAR
Referans araliklarini saptadigimiz testlerin analitik gecerlilikleri ile,
secilmis referans bireylerden parametrik olmayan yontemlerle elde ettigimiz
referans aralik sonuclari verilmektedir.
I. Analitik Kalite Kontrol Sonuglari
Analizi yapilan vitaminlerin ve antioksidan parametrelerin ic kalite

kontrol sonuglari olan gun ici degiskenlikleri (Tablo XVI) ve gunler arasi
degigkenlikleri (Tablo XVII') belirlenmigtir:

Tablo XVI. Analitlerin giin ici analitik performansl| ari

Beklenen n % CV

aralk

Vitamin A 0.37-0.57 10 1.2
mg/L

Vitamin E 5.47-8.88 10 2.2
mg/L

Vitamin C 5.19-8 10 2.1
mg/L

Vitamin B 1 24.5-36.7 10 4
Hg/L

Vitamin B > 81.4-122 10 4
Ho/L

Vitamin B ¢ 5.88-10.1 10 2.4
Ho/L

Glutatyon Peroksidaz 59 U/mL 10 2.7

Superoksit Dismutaz 4.6 U/mL 10 4.15

Glutatyon Redtiktaz 89 U/L 10 3.16

Total Antioksidan Kapasite 1.55 10 1.91

mmol/L




Tablo XVII. Analitlerin glinler arasi analitik perfo ~ rmanslari

Beklenen n % CV

aralik

Vitamin A 0.37-0.57 10 2.7
mg/L

Vitamin E 5.47-8.88 10 2.9
mg/L

Vitamin C 5.19-8 mg/L 10 35

Vitamin B 1 24.5-36.7 10 55
Ho/L

Vitamin B , 81.4-122 10 6.2
Hg/L

Vitamin B ¢ 5.88-10.1 10 2.8
Hg/L

Glutatyon Peroksidaz 59 U/mL 10 3

Superoksit Dismutaz 4.6 U/mL 10 4.55

Glutatyon Rediiktaz 89 U/L 10 3.92

Total Antioksidan Kapasite 1.55 mmol/L 10 2.44

Il. Referans Araliklarin Hesaplanmasi

Parametrik olmayan yonteme gore secilmis referans bireylerin

degerleri kullanilarak hesaplanmigtir.

18-45 yaslari arasindaki referans bireyler cinsiyetlere gore
gruplandirildi. Erkek ve kadin referans bireylerden elde edilen verilerin
histogramlari SPSS 10.0 istatistik programinda cizilerek (Sekil XXII)
dagilimlari incelendi. Asiri u¢ degerler D/R kuralina gére belirlenerek hesap
disi birakildi. Cinsiyetler arasi farklilklar incelendi. Z kritik degerine gore
anlamh fark olan parametreler igin ayri ayri hesaplandi. Referans degerlerin
alt — st sinirlari ile % 90 guven araliklari hesaplandi. Elde edilen araliklar
uretici firmalarin verdikleri ve diger arastirmacilarin elde ettikleri degerler ile
karsilastirildi (Tablo XVIII).



Sekil XXII. Erkek ve kadin referans bireylerden elde  edilen histogramlar
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Tablo XVIII: Parametrik olmayan yontem ile hesaplan  an referans araliklari ve di ger kaynaklardan elde edilen de gerler

GPx E 181 U/g Hb 25,2-825 243-27,4 80,4 -90,0 27.5-73.6 24.66 —43.74 83.13 - 89.55 58.32 - 81.92
K 219 U/g Hb 25,9 - 88,2 25,3-30,5 85,1-91,3 27.5-73.6 24.66 —43.74 83.13 - 89.55 62.04 - 94.44
U/g
SOD E 179 U/g Hb 634 - 2496 611 - 748 2247 - 2498 1102 — 1601 732 - 764 601 - 2919
K 219 U/g Hb 690 - 2323 684 - 782 2284 - 2498 1102 - 1601 732 -764 849 - 2657
GR E-K 404 U/L 34,5-97,3 28,2-39,4 86,7 - 115,9 33-73 13.39-35.91 15.41 - 55.45
TAOK E-K 394 mmol/L 1,14 - 2,05 0,35-1,25 1,98 -2,21 1.3-1.77 0.83-1.43 1.16 - 1.64
Vit A E-K 406 mg/L 0,15-0,95 0,11-0,23 0,93- 1,14 0.3-0.7 0.3-0.8 0.37 - 1.11. 0.41-0.93
Vit E E 183 mg/L 5,63 - 24,37 2,58 - 6,33 20,17 -25,99 5-20 5-18 8.28 —24.2 6.68 — 20.48
222 mg/L 4,61-215 3,24 - 5,36 18,97 - 24,36 5-20 5-18 8.28 —24.2 6.68 — 20.48
Vit C E-K 406 mg/L 2,48 - 14,44 2,23-3,33 14,08 - 14,90 4.6-14.9 4-15 1.11-16.75 0.54 - 2.30
Vit B E-K 406 ug/L 35,1-109,3 33,9-37,6 97,3-108,5 28 -85 25-85 259-29.1
Vit B, E 183 Hg/L 115,4 - 293,2 105,7-119.1 300,4 - 277,9 137 - 370 40 - 240 197.94 — 435.17
(FAD)
223 pg/L 104,3 - 280,4 100,5-112,8 275,4 - 297 .9 137 - 370 40 — 240 197.94 — 435.17
Vit Bg E 180 Hg/L 2,38 -18,83 2,15-3.09 17,84 - 23,13 3.6-18 3-30 5.7 -38.29

221 pg/L 3,09 - 23,13 1,91-3,49 20,39 - 28,19 3.6-18 3-30 5.7-38.29




GPx'in referans aralik degerleri cinsiyetler arasinda anlamh farklilik
bulundugundan kadin (n=219) ve erkek (n=181) icin ayr1 ayri hesaplandi.
Kadinlarda erkeklere gore daha yiksek referans aralik elde edildi.

SOD icin cinsiyetler arasindaki anlaml farkhlik nedeniyle her iki cins
icin hesaplanan referans araliklar kiyaslandiginda kadinlarin (n=219)
Ozellikle alt referans sinirinin erkeklerinkine (n=179) oranla daha yuksek

olusu goze carpti.

GR (n=404) ve TAOK'nin (n=394) referans sinirlari cinsiyetler
arasinda farkhlik gostermediginden her iki cins igin tek bir aralik olarak

hesaplandi.

Vitamin A (n=406), C (406), B1 (n=406) icin her iki cinse ait birer

referans aralik belirlendi.

Vitamin E (erkek n=183, kadin n=222), B,, (erkek n=183, kadin n=223)
Bes'nin (erkek n=180, kadin n=221) referans araliklari cinsiyetler arasi anlamli
fark nedeniyle ayri ayri hesaplandi. Vitamin E ve By'nin referans degerleri
erkeklerde daha vyiksek bulunurken; vitamin Bg'nin referans degeri

kadinlarda yuksek olarak saptandi.

lll. Parametreler Arasinda Belirlenen Korelasyonlar

1. GPx ile SOD (r=0.169, p<0.001), vitamin E (r=0.106, p<0.05),
vitamin B, (r=0.161, p<0.001), vitamin Bg (r=0.102, p<0.05) arasinda
anlamh pozitif korelasyon; GR ile arasinda anlamli negatif korelasyon
(r=-0.110, p<0.05)

2. GR ile TAOK (r=0.155, p<0.001) ve vitamin B; (r=0.122, p<0.05)
arasinda anlamli pozitif korelasyon; SOD (r=-0.105, p<0.05) ve vitamin

E (r=-0.171, p<0.001) ile arasinda anlamli negatif korelasyon



3. TAOK ile vitamin B; (r=0.140, p<0.05 arasinda anlamli pozitif
korelasyon; SOD ile arasinda (r=-0.227, p<0.001) anlamh negatif
korelasyon

4. Vitamin E ile vitamin By (r=-0.128, p<0.05) ve vitamin B, (r=-0.145,

p<0.05) arasinda anlamli negatif korelasyon

5. Vitamin B; ile vitamin C (r=0.130, p<0.05) arasinda anlamli pozitif
korelasyon; SOD (r=-0.129, p<0.05) ve vitamin B, (r=-0.227, p<0.001)

arasinda anlamli negatif korelasyon

6. Vitamin B, ile SOD arasinda anlamli (r=0.136, p<0.05) pozitif
korelasyon saptandi.



TARTISMA

Laboratuvar analiz sonuglarina goére hastaligin olup olmadigi,
iyilesmenin derecesi veya terapttik yarar konusundaki kararlar referans
degerlere gore alinir. Hekimin kararini etkilemesi yaninda bu degerler bireyin
veya hastanin yasaminda olumsuzluklara neden olabilmektedir. Bu nedenle
laboratuvar test sonuclarinin 6zellikle karar duzeyleri konusunda stipheye
neden olmamasi gerekir. Bu suphelerin ortadan kalkmasi referans araliklarin

kullanildigi toplum icin belirlenmis olmasina baghdir (1, 13, 17).

IFCC her laboratuvarin kendi referans degerlerini tretmesi gerektigini
belirtmektedir (1-6). Ancak referans araliklarin hesaplanmasi zahmetlidir ve
bu nedenle her Klinik laboratuvar tarafindan gerceklestiriliememektedir.
Onerilen hesaplama yontemlerine gore ulkemizde klinik degerlendirmede ve
arastirmalarda kullanilan parametrelerin duzeylerini ve referans araliklari
belirleme caligsmalari yapiimistir (19, 27, 41-46, 119-122). Bu nedenle gecerli
referans araliklarinin ortaya konulmasi ile gelecekte yapilacak arastirmalara
Isik tutulabilecek ve toplum saghgi acisindan riskli durumlar belirlenerek
Onlemler alinmasi saglanacaktir. Ayrica hastaliklarin tani ve takibinde
kullanilan testlerin guvenle degerlendiriimesi mumkin olacaktir (114, 121-
123).

Laboratuvarlarin kendi referans araliklarini belirleme calismalari
sonucunda elde ettikleri degerler, literatirlerdeki ve kit prospektislerindeki
degerlerle karsilastirildiginda uyum goézleniyorsa laboratuvarin ayni analizi
yapan diger laboratuvarlarla paralel sonu¢ verdigi ve bulundugu toplumun
referans araliginin diger toplumlarin referans araliklariyla biyolojik farklilik

disinda benzer oldugu sonucuna varilabilir.

Ayrica i¢ ve dig kalite kontrol programlarindan iyi sonuglar alinmasina
ragmen literattrlerdeki ve kit prospektuslerindeki degerlerle

kargilastirildiginda ortiisen neticeler elde edilememisse o zaman toplumun



referans araliginin farkll oldugu soylenebilir ve bu farkli sonucu yoruma

tagima imkani dogar.

Ayrica guncel bir konu olan laboratuvarlarin akreditasyonu esnasinda
laboratuvarlarin dis kalite kontrol programlarina uygunlugu yaninda analizi
yapilan parametreler icin referans araliklarin transformasyonu ya da IFCC ve
NCCLS'nin  belirttigi  kriterlere gore hesaplanmasi gerektigi ortaya
konulmustur (124-128).

Referans araligl calismasiyla bir laboratuvarin saglayacagi en onemli
kazanimlardan birisi, referans sinirin guvensizligi hakkinda bagka higbir
yerden elde edemeyecegi kendi sistemine 6zgu belirsizlik bilgisini vermesidir.
Ornegin; troponin T referans araliginin tst siniri 0.8 ng/mL iken hastamiza ait
tek analiz sonucumuz 0.75 ng/mL ve bu sonuca goére iskemik kalp hastahgi
olup olmadigi kararini vermemiz gerekli. Eger saglikh toplumumuzun % 95'ini
temsil eden referans araligimizda Ust sinir degerinin guvensizligini % 5
olarak biliyorsak hastanin 0.75 ng/mL degerinin iskemisi olmayan toplumun
% 95’nin iginde oldugunu ve buyik bir olasilikla hastanin iskemisi olmadigini
soyleyebiliriz. Bu sekilde analizi yapilan test daha iyi taninmig ve elde edilen

sonug¢ daha guvenilir sekilde yorumlanmis olur (10).

Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stres birgok hastaligin
patogenezinde kritik rol oynamaktadir (129-135). Bu reaktif oksijen turlerinin
biyolojik etkileri c¢esitli antioksidan mekanizmalarla kontrol altinda
tutulmaktadir. Antioksidan savunma sistemleri SOD, GPx, GR gibi
antioksidan enzimler, A, E, C, B grubu vitaminler ile cesitli biyolojik
molekillerden olusmaktadir (114). Bu antioksidan savunma sistemleri
birbiriyle iligkili reaksiyonlarla oksidatif stres hasarini ortadan kaldirmaya
calisirlar (136). Arastirmalar antioksidan vitamin dizeylerinin diger oksidatif
stres parametreleriyle birlikte degerlendiriimesinin daha saglikli olacagi
bildirilmektedir (123, 137).



Antioksidan vitaminlerin ve antioksidan enzimlerin konsantrasyonlari
ile ilgili cesitli toplumlarda ¢ok genis calismalar yapilmigtir ve yapiimaktadir
(45, 46, 138-143). Benzer analitik metodlarla ve benzer populasyonlarda
yapllan pek c¢ok arastirmada farkli referans aralik degerleri ortaya
konulmaktadir. Farkli referans degerlerin ortaya c¢ikmasi analitik
degiskenliklerin yaninda epidemiyolojik pek cok etkene bagl bulunmaktadir
(73) Dolayisiyla bu durum calismalarin ve klinik analiz sonuglarinin
yorumlanip birbirleriyle karsilastirilmasinda zorluklara neden olmaktadir.
Vitaminlerin yasam boyunca insan metabolizmasi icin 6nemini ortaya koyan
bircok calisma, guvenilir referans araliklar temel alinarak yapilmig
degerlendiriimelere ihtiya¢ duyulduguna dikkat cekmektedir (139, 141).
Gunumuzde laboratuvar uygulamalarinda serum, plazma, tam kanda ve
eritrositlerde bu parametrelerin dizeylerinin degerlendirilmesini saglayacak
yas, cinsiyet, cografi konum, yasam tarzi farkhliklari gibi durumlar géz énine
alinarak ve standardize metodlara gére belirlenmis referans degerlerine her
toplumda ortaya konulmalidir (139, 141, 142). Turkiyede bu konuda yapilimis
calismalar bulunmakla beraber sayilari oldukca azdir (19, 27, 41, 42, 44-46,
54, 117-122)

Diunyada ve Ulkemizde siklikla kullanilan serum vitamin dizeylerini ve
cok sayida arastirmaya konu olan antioksidan parametrelerin referans
araliklarini  toplumumuz  igin  belirlemek, bu referans araliklarin
uygulanabilirligini degerlendirmek ve bu parametreler arasi korelasyonlari

incelemek temel amaclarimizdi.

Referans araliklarinin belirlenmesinde ilk asama referans bireylerin
secimidir. Her analit igin cinsiyet ve yag gruplari alt gruplarinin en az 120
bireyden olusmasi geredi birey secimi asamasinda en 6nemli zorlugu
olusturdu. NCCLS’nin birey secimi asamasinda kullaniimasini énerdigi anket
bu asamada cok yararli oldu (17). Referans gruplari olugsturan bireyleri
herhangi bir sistemik hastaligi, enfeksiyonu olmayan, hastanede tedavi
gormeyip, laboratuvara sadece kontrol amaciyla kan vermek icin bagvuranlar

ile hastane personeli, Uludag Universitesi'nde okuyan &grenciler gibi



cevremizde bulunan, aktif bir hastaligi bulunmayan ve hi¢ ciddi bir hastalik
gecirmemis kisilerden sectik. MUumkun oldugun kadar homojenligi saglamak
icin yas sinirini 18-45 yas olarak belirledik. Ayrica hesaplamalar igin en az
120 veri gerekli oldugundan referans birey sayisinin 120’den fazla olmasina

0zen gosterdik.

Laboratuvarimizda referans verilerin toplanmasi ve analizleri sirasinda
ic kalite kontrol sonuglari incelendigi zaman gun ici ve gunler arasi aritmetik
ortalamalari firma sinirlar arasinda bulundu (Tablo XVI, XVII). Degiskenlik
katsayilari da tibben analitik kalite gerekliliklerine ve Avrupa biyolojik
degigkenlik temeline dayali hedefe gore degerlendirildigi zaman kabul

edilebilir sinirlarda goézlendi (37).

Genel olarak uretici firmanin ve literattrlerin belirttigi referans araliklar
hesapladigimiz referans araliklardan farkli olmakla birlikte % 90 guven
araliklar icinde veya yakininda bulunmaktadirlar. Buna ragmen alt ve Ust
sinirlar arasindaki farkliliklar cok kucuk degerler olsa da klinik yarar
acisindan onemli olabilir. Zardo ve arkadaglari dis kalite degerlendirme
calismalari  sirasinda her laboratuvarin  referans araliklarini  da
kaydetmiglerdir (146). incelemeleri sonucunda referans araliklarinin
laboratuvarlar arasinda farkli olmasinin klinik yararlanim acisindan paradoks
yaratacagini belirtmislerdir. Bizim sonuclarimizi firma ve diger kaynaklarda
belirtilenlerle (Tablo XVIII) karsilastirdigimiz zaman elde ettigimiz sonuclar

Zardo ve arkadaslarina hak vermemize neden oldu.

Talwar ve arkadasglari antioksidan parametrelerin ve vitamin
diuzeylerinin, biyolojik degiskenliklerinin yiksek olmasi nedeniyle topluma
dayal referans araliklar g6z ©6ntne alinarak degerlendiriimesi gerektigini
soylemiglerdir (73). Bizim calismamizin sonuclari da bu goéristu destekler
niteliktedir. Ayrica ayni ¢calismacilar bu parametreler icin yapilan ¢alismalarin
az sayidaki katilmciyla yapildigini ve sonuglarin genellikle ortalama + SD
seklinde verildigini; bu durumun eksiklik ve yukseklik kararini vermede

glvenilir sekilde kullanimi sinirlayacagini  belirtmiglerdir (73). Biz de



calismamizda 407 saglikli bireyden elde ettigimiz verilerden NCCLS'nin
Onerdigi parametrik olmayan yonteme gore referans araliklari hesaplayarak

sonuglarimizin guvenilirligini artirmaya amacladik.

Referans araliklarin bdlgesel olarak hesaplanmalidir. ClUnkid bu
degerler boélgeler, cografi konum veya populasyona goére belirlenebilir.
Olusturulacak calisma grubu veya gruplari ile Ulke genelinde
yayginlagtirilabilir. Bu sekilde saptanacak referans araliklart  Tark
populasyonu hakkinda yararl bilgiler de saglayabilir. Ayrica bu gibi
calismalarin  yayginlasmasi klinik laboratuvarlarin  kalitesine katkida
bulunabilecegi gibi laboratuvar test sonuclarinda standardizasyonu da
saglayabilecektir. Referans aralik projelerinin ulusal boyutta

gerceklestiriimesi toplum sagligina olan yararlari nedeniyle desteklenmelidir.
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