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1. GIRIS VE AMAC

Klinik laboratuvarlar, insan hastaliklarinin teshisi, izlenmesi, taranmasi,
onlenmesi, erken teshisi, kisiye 6zel tedavisi ve daha etkili takibi i¢in gerekli bilgileri saglar
(1). Hastay1 degerlendirirken, klinik karar alirken laboratuvar sonuglari oldukga biiyiik 6neme
sahiptir. Bu sebeple laboratuvar sonuglarinin dogrulugu ve giivenilirligi ayn1 zamanda dogru

degerlendirilmesi ¢ok 6nemlidir.

Giiniimiizde laboratuvar tibbindaki kalite ve hata anlayisi, test siirecinin biitiinciil
bir sekilde ele alinmasina, laboratuvar kaynakli hatalarin azaltilmasi i¢in araglarin
arastirillmasina odaklanmaktadir (2). Bu nedenle laboratuvar uzmani ve cgalisanlari hasta
orneginin kan alim asamasindan sonu¢ verme asamasina kadar tiim siirecte hassasiyet

gostermeli ve sonuglari etkileyebilecek varyasyon kaynaklarini ¢ok iyi bilmelidir.

Total test siireci hekimin hasta icin gerekli teste karar vermesiyle baslar. Hastadan
alinan numunenin bazi 6n asamalardan gecerek laboratuvarda analiz edilmesi, raporlanmasi
ve hekimin bu sonuglara dayanarak klinik karar alip uygulamaya ge¢mesiyle sona erer (3).
Total test siirecini olusturan tiim evrelerde gozlemlenebilecek varyasyon kaynaklar: prenalitik
varyasyon, analitik varyasyon, biyolojik varyasyon olmak iizere ii¢ ana baslikta incelenir. Bir
bireyden alinan seri numunelerde bakilacak analit i¢in sonuglarin ayni sayisal degerde
olmadigi ve her bireyin test sonuglarinda zamanla degisim gozlendigi bilinmektedir. Bir
analitin olgimiinde goriilebilecek toplam varyasyon, preanalitik varyasyon minimuma
indirilip ihmal edilebilir duruma getirildiginde, analitik ve biyolojik varyasyon olarak iki

kisimda incelenir (4).

Yapilan calismalarda analitler igin hesaplanan toplam varyasyonun analitik
varyasyondan biiyiik bulunmasi, analitik stirecten kaynaklanmayan baska bir degiskenligin
varligina isaret ederek biyolojik varyasyonun varhigini gostermistir. Elde edilen bulgular,
analit diizeylerindeki dalgalanmalarin biyiik 6l¢iide biyolojik varyasyondan kaynaklandigini
ortaya koymaktadir (5). Bu nedenle ardisik 6rneklerin analiz sonuglarindaki degisikliklerin

oneminin degerlendirmesinde analitik varyasyon ve biyolojik varyasyon dikkate alinmalidir
(6).

Biyolojik varyasyon (BV) birey i¢i ve bireyler arasi biyolojik varyasyon olmak
tizere iki bilesenden olusur. Birey ici (bireysel) biyolojik varyasyon bir gruptaki bireylerin



ol¢timlerinin homeostatik ayar noktas: etrafinda rastgele dalgalanmasi olarak tanimlanur.
Bireyler arasi biyolojik varyasyon ise gruptaki bireylerin homeostatik ayar noktalarinin

varyasyonudur (4)

Dogru belirlenen BV verileri énemli ve degerli uygulamalarda kullanilabilir.
Bireyin seri dlglimlerindeki degisimin 6neminin belirlenmesinde kullanilan referans degisim
degerinin (RCV) hesaplanmasi, analitik kalite hedeflerin tanimlanmasi ve popiilasyona dayal
referans araliklarini bireysel klinik kullanim agisindan degerlendirebilmek igin bireysellik

indeksinin (1) hesaplanmasi bu uygulamalara 6rnektir (7).

AMH ilk olarak Jost tarafindan 1940°hh yillarda kesfedildi (8). AMH sertoli
hiicrelerinden salgilanarak erkek i¢ genital yollarinin gelisiminde nemli goérevi olan, gelisim
ve doku homeostazinda rol oynayan bir hormondur ve Transforming Growth Faktor
Beta (TGF-p) siiper ailesinin bir tiyesidir (9,10).

Erkeklerde AMH, intrauterin donemde gonadal farklilasma sonras: testislerde 8.
gestasyonel haftada olgunlasmamis sertoli hiicreleri tarafindan salgilanmaya baslanir ve
immatiir sertoli hiicrelerinin biyobelirteci olarak kabul edilir (11-13).

Erkeklerde serum AMH konsantrasyonu dogumdan sonra ilk bir ay igerisinde
hizlh artis gosterir yaklasik 6. ayda zirve yapar. Cocuklukta azalmaya baslayan diizeyler,
ergenlik ve erigkinlik donemlerinde de diismeye devam eder ve yas ilerledikge belirgin
sekilde azalir. Puberte oncesi donemde erkeklerde kadinlara kiyasla oldukga yiiksek olan
AMH, puberte ilerledik¢e sertoli hiicrelerinin olgunlasmasiyla birlikte anlaml diizeyde diistis
gosterir (14-16).

Gonadal farklilasma gergeklesirken erkek embriyolarda testosteron mezonefrik
kanallarin epididimis, vas deferens ve seminal vezikiillere transformasyonunu saglarken,
AMH paramezonefrik kanallarin regresyonunu tetikler. Bu sayede testosteronun etkisiyle
erkek i¢ genital organlarin gelisimi saglanir. AMH ise paramezonefrik kanallarin gerilemesini
saglayarak kadin i¢ genital organlarin erkek fetusta gelisimini onler, bu asamada
goriilebilecek aksakliklarda cinsiyet gelisim bozukluklari (DSD) goriilebilir. Bu nedenle DSD
olarak tanimlanan hastaliklar grubunda ayirici tant icin AMH 6nemli bir hormondur (17,18).

Literatiirde erkeklerde AMH ile ilgili biyolojik varyasyon c¢alismasinin
bulunmadigi ve yine EFLM veri tabaninda bu analit igin veri olmadig1 dikkatimizi ¢ekmistir.

Bu nedenle bu tez c¢alismasinda saglikli erkek bireylerde serum AMH’nin biyolojik



varyasyonunu degerlendirmeyi amagladik. Elde ettigimiz biyolojik varyasyon verilerinden de
AMH i¢in referans degisim degerini, bireysellik indeksini ve biyolojik varyasyona dayali
analitik kalite hedeflerini hesaplamayi, ayrica popiilasyona dayal referans araliklarinin

kullaniminin uygun olup olmadigini degerlendirmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

Klinik laboratuvarlar hasta yonetimi ile ilgili verilen kararlar iizerinde oldukg¢a
etkilidir. Tani, uygulanan tedavi, hasta takibi ve hastaliktan korunma gibi durumlarin
kararinda %60- 70 laboratuvar sonuglar1 etkilidir (19,20).

Bu etkinlik ve 6nem, dogru ve giivenilir sonucun 6nemini de bize gosteriyor. Bu
nedenle test istemine karar verme asamasindan test sonucunu degerlendirme asamasina kadar
olan tiim siireclerde yani toplam test siirecinde hata ve degiskenlik kaynaklar: iyi bilinmeli ve

dikkatlice kontrol edilmelidir.

2.1. Toplam Test Siireci

Toplam test siireci (TTS) 3 asamaya ayrilir ve bu siire¢ i¢cin beyinden beyine
dongii (brain to brain loop) kavrami kullanilir (21). Bu kavramda TTS klinisyenin hastaya
uygun test isteminden baslar, test sonucuna uygun Kklinik karar almasiyla biter. Bu, dongii

olarak 9 adimda anlatilmaktadir ve Sekil 1°de gosterilmektedir.
1. Test isteminin Yapilmasi
2. Numunenin Alinmasi
3. Kimliklendirme
4. Numunenin Tasinmasi
5. Numunenin Hazirlanmasi
6. Analiz
7. Sonuglarin Raporlanmasi
8. Sonugclarin Yorumlanmasi

9. Klinik Eylem
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Sekil 1: Laboratuvar testinin performansindaki dokuz adim. Beyinden beyine dongii (22)
Toplam test siireci, preanalitik, analitik ve postanalitik faz olmak iizere 3 asamada

incelenir. Bu asamalar Sekil 2°de sema olarak gosterilmistir.

a) Preanalitik faz: Preanalitik faz uygun testlerin segilmesi, biyolojik 6rnegin
toplanmasi, kimliklendirilmesi, tasinmasi, orneklerin analize uygun duruma gelmesi igin

(santrifiij, alikotlama gibi) yapilan 6n iglemleri igerir (20,23).

Bu evrede birden ¢ok saglik calisani gorev aldigi igin ve laboratuvar disinda da
gegen siiregler oldugu igin kontrol etmesi diger evrelere gore daha zordur ve hata yapma riski

daha yiiksektir.

b) Analitik faz: Preanalitik evrede testin 6n hazirlig: yapildiktan sonraki siirecte
numunenin laboratuvarda analiz edildigi asamadir (24)
c) Post analitik faz: Post analitik asama, analiz sonrasi sonucun onaylanmas: ve

¢ikan sonucun Kklinisyen tarafindan yorumlanmasi ve karar siireglerinden olusur (25).
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Sekil 2. Toplam test siirecinin adimlar1 (26)

Test isteminden baslayip, klinik eylem ile biten siire¢ igerisinde meydana gelen
herhangi bir uygunsuzluk, beyinden beyine olan dongiiyii durdurarak hatali Klinik kararlara
veya -iyimser bir yaklasimla- zaman ve maliyet kaybina yol agabilir. (21) .Bu asamalarin
denetimi laboratuvarlarin sorumlulugundadir. Yol gosterici ilkemiz “Hi¢ sonug olmamasi
yanlis sonug olmasindan her zaman daha iyidir.” olmalidir. Bu yaklasim dogrultusunda, hasta

yarar1 her kosulda en oncelikli hedef olarak benimsenmelidir (27).

2.2. Toplam Test Siirecinde Meydana Gelebilecek Hatalar

Hasta giivenliginin iyilestirilmesi her alanda bakim verenin hata yapma riskini
azaltacak onlemler ile saglanabilir. Laboratuvar igin ise test siirecindeki tiim adimlarin 1SO
15189 ve diger kalite standartlarina uygun olarak diizenlenmesi ve uygulamaya koyulmasi

hatalari minimuma indirilebilir ve hasta igin giivenilir sonug saglanabilir (28)



Laboratuvar tibbinda hasta giivenligini iyilestirmek i¢in 6ncelik verilmesi gereken

alanlar asagida maddeler halinde sunulmustur:

Dogru kimliklendirme

Laboratuvarda veri aktariminin etkinligi
Panik degerlerin bildirimi

Numune kabul edilme ve reddedilme kriterleri

Dogru test istemi

o a0k~ w N e

Manuel sonug aktarimindan kaginmak (28)

Asagidaki  Sekil 3’te toplam test siirecinde goriilen hatalarin oranlar

gosterilmektedir.

Ekipman
Arizalar/Hatalan
Raporlama
Yetersiz Numune veya analiz
Numune Kosullan
Postanalitik Hatan
Hatah Veri
Numune o
(%18.5-47) &m0
Hatal Numune Uzamis geri
Kimlikleme isleme/tagima o
hatalan *

Ornek Karisikhklar

Sekil 3. Toplam test siirecinin ii¢ asamasinda hatalarin kaynaklar ve oranlar (20)

2.3. Varyasyon Kaynaklari

Metabolizmanin dinamik yapisi nedeniyle test sonuglarinda belirli diizeyde
varyasyonlarin goériilmesi beklenen bir durumdur (5). Rastgele bir bireyin ardisik laboratuvar
sonuglar1 karsilastirildiginda dogal olarak bir degisim goriilecektir ve bu degisimin 3 temel
kaynag: vardir: preanalitik varyasyon, analitik varyasyon ve biyolojik varyasyon (4).



2.3.1. Preanalitik Varyasyon

Preanalitik evre toplam test siirecinin en savunmasiz evresidir. Bu siireg test
istemi, hasta hazirhgi, 6rnek alma, kimliklendirme, laboratuvara transport, drnegin analiz
oncesi islemi ve saklama asamalarindan olusur ve bircok Kisi bu evrede gorev aldigi icin

kontrol edilmesi diger evrelere gore zordur.

Preanalitik evredeki varyasyon kaynaklarina bakacak olursak hem siirece gore
hem de kontrol edilebilirlik durumuna gore incelenebilmektedir (Tablo I). Preanalitik evredeki
hatalar tim hatalarin yaklasik %707ini (Sekil 3) olusturmaktadir (23). Toplam varyasyon
kaynaklari i¢inde preanalitik varyasyon biiyiik bir yer tutmaktadir. Bu nedenle bu evredeki
kontrol edilebilir degiskenlerin ve hata kaynaklarinin azaltilmas: ve yonetimi igin tibbi

laboratuvarlar tarafindan standardizasyon uygulamalar: yapilmalidir (29).

Kontrol edilemeyen varyasyon kaynaklar Kisiye 6zgiidiirler ve degistirilemezler.
Bunun igin ise uygun referans aralik belirlenip (6rnegin; yasa, cinsiyete gore vs) test sonucu
degerlendirilmelidir. Preanalitik varyasyon kaynaklar siirece ve kontrol edilebilirligine gore
Tablo I’de gosterilmektedir (25,27,30-32)

Tablo I: Siirece ve kontrol edilebilirligine gore preanalitik varyasyon kaynaklari

Kontrol . Agiklama
Faktor o Ilgili Stire¢ Asamasi
Edilebilirlik

Diyet, ilag kullanimi, uygun aglik siiresi, sigara,
kahve, alkol gibi maddelerin tiikketim
Hasta Kontrol o
o Numune alimi 6ncesi zamanlarinin kontrolii gibi etmenler; hastanin
Hazirhig Edilebilir o .
onceden bilgilendirilmesi ve standart hazirlik

protokollerine uyumuyla yonetilebilir.

Dogru kan alma teknigi, sabit numune alma

Numune K | saatleri, uygun 6rnek toplama tiiplerinin se¢imi
ontro
Alma Edilebili Numune Alim: ve doldurma sirasina/seviyesine uygun Kkan
ilebilir
Yontemleri alimi;  hemoliz ve pihtilagma  risklerinin

azaltilmasi agisindan kritiktir.

Numune Kontrol Numune transport ve Orneklerin uygun sicakhik, siire ve cevresel

Tagima ve Edilebilir islenmesi kosullarda taginmasi ve saklanmasi; analit



Saklama

Demografik
Ozellikler
(Yas,
Cinsiyet,
Irk)

Fizyolojik
Durumlar

Cevresel

Faktorler

Interferans
faktorler

Kontrol

Edilemeyen

Kontrol

Edilemeyen

Kismen
Kontrol

Edilemeyen

Kismen
kontrol
Edilebilir

Hastaya ait

Hastaya ait

Cevresel Kosullar

Hastaya ait (endojen) veya
numune alimi, toplanmasi,
transportu, islenme ve

saklanma siireci (eksojen)

2.3.2. Analitik Varyasyon

farkliliklardir. Analitik yontemler varyasyon kaynaklari igerirler. Bu varyasyonlar dl¢iim

uygunluk gerektirir.

Bireysel  biyolojik  farklihklar;  referans
araliklarimin  belirlenmesinde  goz  6niinde

bulundurulmas: gereken dogal varyasyonlar.

Gebelik, kronik hastaliklar veya hormonal
degisiklikler; laboratuvar sonuglarin
yorumlarken ek varyasyon kaynagi olarak
dikkate alinir.

Yasanilan rakim, iklim, gin 1181 ve diger
cevresel etmenler; dogrudan miidahale edilmesi
gii¢, ancak Kklinik yorumlamada hesaba

katilmasi gereken unsurlar.

Hemoliz, lipemi, ikter gibi analizi etkileyen
interferanslarin  kontrolii hastanin hazirlanma
asamasindan analiz asamasina kadar devam
etmelidir. Interferansin etkisi testin analiz

yontemine gore farklilik gosterebilir.

Analitik varyasyon, TTS’nin analitik evresinde 6l¢iim sonuglar1 arasinda olusan

tekniginden, kalibratorlerden, reaktif/kalibrator/diger malzemelerin lot farkliligindan, ortam

kosullarindan, cihazlarin yetersizliginden, teknisyenin tecriibe diizeyi gibi pek ¢ok faktérden

kaynaklanabilir. Bir testin sonuglarinin dogru ve kesin olmasi kalite spesifikasyonlarin

olusturan bilesenlerdendir (33).

(precision) ise Ol¢iimlerin birbirine yakinhigi olarak tanmimlanir ve ayni ornegin tekrarh

Dogruluk (Trueness), olgiimiin gercek degere yakinhgint ifade eder. Kesinlik

analizlerinden elde edilen verilerden tahmin edilir (34). Ayrica presizyon giinliik pratikte

uygulanan i¢ kalite kontrol uygulamalarinin sonuglarindan hesaplanabilir.



Analitik varyasyonun degerlendirildigi i¢ kalite kontroller, dis kalite kontrol
programlar: laboratuvarlarin kantitatif (35) analitik performans gostergelerindendir (34).
Kalite kontroller hasta ornekleri ¢alisitimadan once testin dogruluk ve kesinligini dlgerek

varyasyon ve hata ayrim: yapilmasini saglar (36).

Laboratuvar sorumlulari, testlerinin yiiksek dogruluk ve Kesinligini belirlemek
icin ayrica dogruluk ve kesinligi diisiik testlerde kritik hatalara sebep olabilecek metodoloji ve
uygulama farkliliklarini tespit etmek amaciyla test igin gerekli olan kalite kontroliinii
belirlemelidir (37).

Ideal olarak analiz yontemlerinin toplam varyasyonunun sifir olmas: istenir. Fakat
test yontemi altin standart bile olsa, tim kosullar uygun hale getirilse de bu miimkiin degildir.
Ancak uygun metodolojilerle ve dogru kalite kontrol uygulamalariyla toplam varyasyon kabul

edilebilir diizeye diistirtilebilir (24).

Analitik varyasyonu olusturan bilesenler impresizyon ve bias olarak ikiye ayrilir.
Toplam analitik varyasyon impresizyon ve biasin toplamidir. impresizyon ve bias Sekil 4 ve
Sekil 5 ‘te grafik olarak ifade edilmistir.

Accurate and Precise but Imprecise
precise biased

Dogru = kesin ama sapmamus

Sekil 4: Bias ve impresizyonun hedef tahtas: grafiginde ifadesi (36)

10



+X

Value

Good Precision Accuracy
performance problem problem

Sekil 5: impresizyon ve biasin grafikle birlikte ifadesi (34)

2.3.2.1. Impresizyon (rastgele/random varyasyon)

Impresizyon, bir testin aym &rnekteki tekrarli dlgiimlerinin birbirinden farkli olmasidr.
Kesinlik eksikligini gosterir. Olgiimlerin normal dagildig: kabul edilirse Gaussian grafiginde
dagihmin yayginhgi/genisligi olarak ifade edilir. Bu dagilimdan standart sapma (SD) ve
varyasyon Katsayis1 (Coefficient of Variance, CV) (%CV=SD/Aritmetik ortalama X 100)
hesaplanir. Bir analitin presizyonu yani tekrarlanabilirligi iyi ise rastgele varyasyonu yani CV
degeri diistik olacaktir (33).

Sekil 6: Aynmi numunenin tekrarh ¢calisiimast ile elde edilen normal dagilhimin karakteristigi (38).

11



Normal dagilimin karakteristikleri (Sekil 6):
Verilerin %68,3'ii ortalama = 1 SD i¢inde yer alir;
Verilerin %95,5'1 ortalama + 2 SD i¢inde yer alir;
Verilerin %99,7'si ortalama + 3 SD i¢inde yer alir.

Normal dagilimin bu 6zelligi sayesinde ortalama ve SD kullanilarak degerlerin
yiizde olarak hesaplanmas: kolaylasir ve ayrica laboratuvarlarda testlerin kalite kontroliinde
kullanilan degerlendirme araliklari bu temele dayanilarak olusturulur (36).

2.3.2.2. Bias (sistematik varyasyon)

Bias, bir testteki tekrarli olgtimlerin ortalamasinin referans degerden farkidir
(Sekil 7). Bu fark sabittir veya ongoriilebilir degisim gosterebilir. Bu terim yanlilik olarak da
ifade edilir ve dogrulugun é&lgiitiidiir. Ornegin kalibrasyon kaynakl: hatalar sistematik hata
olarak karsimiza cikar. Bias varliginda, rastgele varyasyondan farkli olarak, o6l¢iilen deger
stirekli olarak yiiksek ya da diisiik olarak tahmin edilir (39). Ayrica eksternal kalite kontrol
programlarindaki ortalama deger ile laboratuvar ol¢iim degeri arasindaki fark da biasi

gosteren uygulamalardandir.

Bias

Reference value Mean

Sekil 7: Bias: Tekrarh 6l¢iim sonuglari ile referans (dogru) deger arasindaki fark (40)
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2.3.3. Biyolojik Varyasyon

Yasam, biyomolekiillerde goriilen degisimlerden meydana gelen siirekli dinamik
bir siirectir (41). Analit dlgtimlerindeki degisim, yalnizca hasta ve saglikli durum arasindaki
farklar1 ortaya koymaz, saglikli bireylerde de metabolik aktivitelere bagl o6l¢iimler arasi
farklihiklar gozlemlenebilmektedir. Ozellikle yasa bagh varyasyonlar, geleneksel referans
araliklarimin yas gruplarina gore tabakalandirilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Analit
ol¢timlerinde gozlemlenen degiskenlikleri , metabolik aktivitelere bagli olarak ortaya ¢ikan,
biyolojik ritimlere uygun sistematik degisiklikler ile 6ngoriilemeyen rastgele biyolojik

varyasyonlar seklinde Sekil 8’de gosterildigi gibi iki ana kategoriye ayirabiliriz (5,6).

Biyolojik varyasyon bir kisinin farkli donemlerdeki olgiimlerinde goriilen
degisime etki eden 6nemli bir faktordiir. Saglikli Kisilerde analitin seyri sistematik varyasyon
gosteriyorsa Onceden tahmin edilebilir. Rastgele biyolojik varyasyonun ise sistematik
varyasyon gibi onceden tahmin edilmesi zordur ancak uygun calismalar ve istatistiksel

yontemler kullanilarak 6lgiilebilir (5).

Sistematik biyolojik varyasyonlar; biiyime ve yaslanmaya bagli, kadinlarda
gebelik, menopoz gibi fizyolojik siireglerde yasam boyu siiren ve giinliik, ayhk, mevsimlik

dongiilerde goriilen biyolojik ritimlerle agiklanan dngoriilebilir degisimlerdir (41).

Rastgele biyolojik varyasyonlar, bireylerdeki biyolojik ritimden farkli sekilde,
siral olarak giintin ayn1 zamaninda alinan 6rneklerden yapilan dlgiimlerde, homeostatik denge
noktas: etrafinda rastgele dalgalanmalar olarak ifade edilmektedir; birey igi ve bireyler aras

olmak tizere iki bilesenden olugmaktadir (4).

[ BiYOLOJiK VARYASYON }

Biyolojik ritimler P N Rastgele (random)
N " Biyolojik varyasyon
infradien Ritim | +— Ultradien Ritim
A A
Sirkadien Ritim I
[ Bireysel (birey ici) I Bireyler Arasi }

Biyolojik Varyasyon Biyolojik Varyasyon

Sekil 8: Biyolojik varyasyonu olusturan bilesenler
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2.3.3.1. Biyolojik Ritimler

Bu varyasyonlar saniyeden daha kisa zamanda ya da yillar alan degisimler
olabilir. Ritmik degisimler ultradien, sirkadien ve infradien ritim olmak tizere {i¢ alt grupta

incelenir (5).

a) Ultradien ritim: Bir giinden (24 saatten) daha kisa dongii gosteren ritimdir.
Ornegin; kalp atis1, néronun elektriksel aktivitesi gibi fizyolojik aktivitelerin yani sira insiilin,
GnRH gibi hormonlarin sekresyonu ultradien biyolojik ritim gosterir.

b) Sirkadien ritim: 24 saatlik periyodlarda dongii gosteren ritimdir. Sirkadiyen
ritmin diizenlenmesinde karanhk-aydinhik dongiisii merkezi rol almakla birlikte 151k
maruziyeti, beslenme gibi dis uyaranlar da diizenleyici gorevdedir. Hormonlardan melatonin,
growth hormon ve kortizol sirkadiyen ritim gosteren hormonlardandir. Bunun disinda 16kosit,
elektrolitler, eser elementler, glukoz da sirkadiyen ritim gosterir.

¢) infradien ritim: 1 giinden uzun periyodu olan ritimdir. iliskili biyolojik
sisteme gore giinlerden mevsimlere, yillara kadar siire uzayabilir. Ornegin; ayhk dongii

gosteren mensturel siklus ya da mevsimsel degisim gosteren vitamin D (5).
2.3.3.2. Rastgele Biyolojik Varyasyon

Hasta hazirligi, numune alimi gibi preanalitik siire¢ ve siklik degisimlerin kontrol
edildigi sartlarda toplam varyasyonun analitik varyasyondan yiiksek oldugu goriilmiis ve bu
durum analitik varyasyon disinda ek bir varyasyonun varhigina yani biyolojik varyasyona
isaret etmistir (5).Ardisik zaman araliklarinda alinan seri 6rneklerdeki 6lgtimlerde goriilen,
biyolojik ritimlerle agiklanamayan, homeostatik ayar noktas: etrafinda goriilen dalgalanmalar

rastgele (random) biyolojik varyasyon olarak tanimlanir (4).

Rastgele biyolojik varyasyon, birey i¢i biyolojik varyasyon ve bireyler arasi
biyolojik varyasyon olmak tizere iki bilesenden olusur. Ayrica bu bilesenler Kisisellestirilmis

laboratuvar tibbinin da temel unsurlaridir (5).
Birey i¢i (bireysel) biyolojik varyasyon (CV)), bir gruptaki bireylerin dl¢iimlerinin
homeostatik ayar noktas: etrafindaki rastgele dalgalanmalar1 ifade eder. Bireyler arasi

biyolojik varyasyon (CVg) ise bir gruptaki bireylerin homeostatik ayar noktalar: arasindaki

varyasyonunu tanimlamaktadir (4).
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Kisi i¢i biyolojik varyasyon (within person) (CVp), bir bireyde gozlenen
homeostatik ayar noktas: etrafindaki dalgalanmalardir. CV, ile ilk bakista ayni gibi goriinse de
CV, bir grup bireyin birey igi varyasyonudur, CVp ise gruptan bagimsiz tek bir bireye 6zgii

olan analit degiskenligini temsil eder (5).

Biyolojik varyasyon verilerinin klinikte ve laboratuvar tibbinda asagida

belirtildigi gibi bircok 6nemli uygulama alani vardir:

e Kalite i¢in belirlenmesi geren analitik performans spesifikasyonlarinin (APS)
tanimlanmasi

o Bireysellik indeksi hesaplanarak geleneksel popiilasyona dayali referans
araliklarin gecerliliginin degerlendirilmesi

e Bir bireyin ardisik 6rneklerindeki  analizlerindeki  farkin  Gneminin
degerlendirilmesi

o Personalize (Kkisisellestirilmis) referans araliklarin tahmini (42)

Tim bu 6nemli uygulama alanlar i¢in kolayca ulasilabilir ve giivenilir BV veri
tabanina ve Kkaliteli BV verilerinin {iretilebilmesi i¢in standart bir yaklasima ihtiyag
duyulmustur (43,44).

Bu ihtiyaglar1 karsilamak amaciyla EFLM 1. Stratejik konferansinin ardindan
EFLM Biyolojik Varyasyon Calisma Grubu (WG-BV) ve BV veritaban i¢in EFLM Gorev
Grubu (TG-BVD) ile diizenleme ¢alismalar: yapilmistir. BV verilerini giivenilir bir sekilde
giincellemek amaciyla EFLM WG-BV tarafindan European Biological variation study
(EuBIVAS) projesi tasarlanmis ve biyolojik varyasyon c¢alismalari i¢in birey se¢imi, 6rnek

toplama asamasindaki kriterler belirlenmistir (7).

TG-BVD tarafindan ise BV c¢aligmalarinin giivenilirligini degerlendirmek
amaciyla standart BV Verileri Kritik Degerlendirme Kontrol Listesi (BIVAC) olusturulmustur.
Bu liste ile ¢aligma tasarimi, 6l¢iim yontemleri ve CV/’min hesaplanmas: igin yararlanilan
istatistiksel yaklasim g6z 6niine alinarak mevcut BV literatiirlerinin 14 kriter ile ¢alismanin
giivenilirlik ve metodolojik Kkalitesi degerlendirilmektedir ve sonucunda c¢aligmalar A, B, C
veya D olarak siniflandirilir. D grubu disindaki ¢alismalar meta analizlerde yer alabilmektedir
(45).
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Bu calismalarin yanisira yapilan BV c¢alismalarint EFLM tarafindan olusturulan
uzman gruplarin gelistirdigi cevrimi¢i bir kaynak (www.starbiv.eu) araciligi ile tasarim,
dretim, sunum ve raporlama agisindan bir standarda yaklastirabilmek amaglanmistir. Bu
sayede BV verilerindeki giiveni ve Kkaliteyi etkileyen faktorlerin farkindahginda artis

saglanmaya calisiimaktadir (42).
2.4. Biyolojik Varyasyon Bilesenlerinin Belirlenmesi ve Calisma Prosediirleri

2.4.1. Biyolojik Varyasyon Cahsmalarinda Birey Secimi

Biyolojik varyasyon ¢aligmalarinin giivenilirligi i¢in ilk kosul ¢alisma grubunun
dogru belirlenmesi ve referans bireylerin se¢ilmesidir. EFLM Biyolojik Varyasyon Calisma
Grubu (BV-WG) tarafindan, biyolojik varyasyon ¢alismalarinin standardize edilebilmesi igin,

calismaya dahil edilme ve dislanma kriterleri belirlenmistir.

2.4.1.1.Dahil Etme Kriterleri:
o Katilimcy, bilgilendirilmis onam formunu okuyup imzalamalidir.
o Katilimcr fiziksel ve ruhsal olarak kendini iyi hissetmelidir.
o Katilimci 18 yasindan biiyiik olmalidir.

« Oncelikli tercih olarak higbir ilag kullamlmamalidir; eger ilag veya vitamin

takviyesi aliniyorsa, etkin madde, doz ve kullanim sikligi bildirilmeli ve kaydedilmelidir.

« Ideal olarak sigara veya alkol kullanilmamalidir; eger tiiketiyorsa, iiriiniin tiirii

ve miktari agikga belirtilmelidir.
2.4.1.2. Hari¢c Tutma Kriterleri:

o Bilinen diyabetes mellitus tamsi olan veya tedavi (oral veya subkutan

antidiyabetikler/insiilin) goren; ayrica aglik serum glukozu> 126 mg/dL olan bireyler

o Kronik karaciger hastaligi oykisii var olan; ornegin, y-glutamil transferaz
(yGT> 150 U/L degerleri bulunan bireyler.

o Kironik bobrek hastaligi dykiisii var olan CKD-EPI formiiliine gére eGFR <60
mL/dak/1,73m? bulunan bireyler.

« Dislipidemi varlig: (Total kolesterol> 250 mg/dL (6,5 mmol/L).
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e Aile oOykiisinde talasemi sendromu veya diger hemoglobinopatilerin

bulunmasi.

o Tetkik sonuglarinda ciddi kronik hastaligi (6r. kanser, kardiyovaskiiler veya

norolojik hastaliklar) olan bireyler.
e Akut hastalik (6r. yiikselmis C-reaktif protein) belirtileri gosteren durumlar.

e Hepatit B viriisii (HBV), hepatit C viriisiit (HCV) veya HIV tasiyicisi olarak
bilinen bireyler.

e Son 4 hafta igerisinde hastane yatis 6ykiisii veya ciddi hastalik nedeniyle tedavi

gormiis olanlar.
e Son 3 ay igerisinde kan bagis1 yapmis Kisiler.
o Gebe, emziren veya dogum sonrasi ilk yilda olan kadinlar.

e Arastirmacinin, ¢alismaya katilimin birey tizerinde risk olusturabilecek veya

calisma sonuglarini olumsuz etkileyebilecek baska 6nemli tibbi rahatsizlik belirlemesi (7).

2.4.2. Biyolojik Varyasyon Cahsmalarimin Kosullarn

Bir bireyin test sonuglarindaki toplam varyasyonu preanalitik varyasyon, analitik

varyasyon ve birey i¢i biyolojik varyasyon olusturur.

Biyolojik varyasyon calismalarinda; ornek alma, toplama, tasima, santrifiij,
alikotlama islemleri, depolama gibi numune isleyisi ve bireyin kan almadan 6nceki beslenme,
aclik, dinlenim durumu gibi kontrol edilebilir tim preanalitik varyasyon kaynaklari siki

kontrol altinda standardize edilmelidir ve ihmal edilebilir diizeye indirilmelidir (4,7,41,46).

2.4.3. Orneklerin Toplanmasi, islenmesi ve Saklanmasi

Biyolojik varyasyon calismalarinda verileri daha iyi tahmin edebilmek igin

preanalitik varyasyonu minimize etmek amaciyla asagida belirtilen bazi sartlar saglanmalidir
(7):
e Ornekler giiniin aym1 saatinde alinmal: (genellikle sabah erken saatte)

e Numune alimindan &nce bireylerin aclhik ve egzersiz durumu sorgulanmal.

Birey numune vermeden onceki 1 giinde asirt yemek ve alkol tiiketiminden kaginmali, en az
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10 saatlik agligi saglamali ve en az 3 giin agiz egzersizden kaginmali. Ayrica numune
alimindan kisa siire 6ncesinde sigara igmemeli.

e Numune ahm: aynm: kosullar altinda yapilmali. Analit konsantrasyonunun
postiirden etkilenmemesi i¢in numune alimi1 ncesinde 10 -15 dk sakin bir sekilde oturmali.

e Numune toplama islemi ayn: flebotomist tarafindan yapilmal ve ayni lot
numarah tiiplere standart numune alim teknigiyle alinmal:.

e Biyolojik varyasyon calismasi igin olgiilmek istenen analit disinda, bireyin
saglikli olma durumunu takip etmek i¢in ilk vizitte tam kan sayimi ve her vizitte serum
trigliserit, ALT, CK, CRP ve serum indeksleri analiz edilerek geleneksel referans araliklara
gore degerlendirilmeli.

e Orneklerin transport siiresi ve sicakligi aym olmals.

e Numuneler santrifiij edilecekse hizlari, siireleri ve sicakliklar: ayn: olmals.

e Orneklerinin saklama kosulu igin eger analitin stabilitesi i¢in uygunsa

dondurulmali, uygun degilse numune alindiginda analiz gergeklestirilmeli.

Bu sartlarin yerine getirilmemesi preanalitik varyasyonu yiikseltir. Bu durum

biyolojik varyasyon tahminlerinin (CV, ve CVg) fazla hesaplanmasina neden olur (45).

Analitik varyasyonlari1 (CVa) sifira indirmek miimkiin degildir ancak kaynaklarin
siki kontroliiyle olabildigince minimuma indirilmeli ve tahmin hesaplamalar1 dikkatlice
yapilmalidir (46). Analitik varyasyonun (CVa) kontrolii i¢in eger analitin stabilitesi uzunsa
uygun kosullarda depolanan tiim 6rnekler ayni kosullar altinda tek cihaz tek kalibrator seti,
aym lot reaktifler ve yardimci malzemeler ile tek bir calismada cift olarak analiz edilmeye
calisilir (4,41,45). Ayrica calisma boyunca 6l¢iim konsantrasyonlarinda sistematik bir degisim
olmamasi, analitin kararli durumda olmasi, gerekir. Eger Slgimler kararli durum sartim

karsilamiyorsa verilere gerekli doniisiimler uygulanmalidir (45).

2.4.4. istatistiksel Analiz

Her ornegin cift analizinden sonra elde edilen verilerde aykiri deger analizi
yapilmalidir. Aykirt degerler biyolojik varyasyon verilerini biiyiik olgiide etkileyebilir. Bu

nedenle aykiri deger tespit edilirse gruptan ¢ikarilarak analize devam edilmelidir (45).

Aykir1 degerler gruptan ¢ikarildiktan sonra normalite kontrolii yapilmalh ve

varyans homojenitesi sarti saglanmalidir (45). Daha sonra c¢ift ¢alismalardan elde edilen
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ortalama varyanslar (CVa), ortalama bireysel biyolojik varyasyon (CV)) ve bireyler arasi
biyolojik varyasyon (CVg) verilerini elde etmek i¢in Nested ANOVA yontemiyle ileri
istatistiksel analiz yapilir (6). Ayrica giincel istatistiksel yaklasim olarak kabul géren CV-
ANOVA yontemiyle de daha saglam CV, elde edilir (47).

2.5. Klinik Biyokimya Laboratuvarinda Biyolojik Varyasyon Verilerinin Kullanim

2.5.1. Homeostatik Ayar Noktasim Tahmin Edebilmek I¢in Gerekli Olan Numune
Sayisi

Bir analit i¢cin homeostatik ayar noktasini giivenilir bir sekilde tahmin edebilmek

icin gereken 6rnek sayisint biyolojik varyasyon verilerinden yararlanarak belirlenebilir.

Analitik ve bireysel biyolojik varyasyon bilesenleri kullanilarak belirli bir olasilik
dahilinde, homeostatik ayar noktasinin belirli bir ylizde araliginda tutabilmek igin gereken

numune sayisinin tahmini asagidaki formiil ile hesaplanir:
n=[Zx (CV,? + CV2)"*/D]’
n: gereken Ornek sayisidir.
Z: p<0.05 i¢in 1.96 alinir.

D: analitin tahmin edilen sonucunun homeostatik ayar noktasina olan yakinlhiginin
yiizde olarak ifadesidir (6).

2.5.2. En Uygun Testin ve En Uygun Ornek Tiiriiniin Belirlenmesi

En uygun numune tiirti belirlenirken bireysel biyolojik varyasyon (CV) degeri
diistik olan 6rnek tiirliniin segilmesi daha giivenilir sonug elde edilmesinde yardimci olur. En
uygun test segiminde biyolojik varyasyon verilerinin kullanimi klinik amaca yonelik
degisebilir. Tan1 amagh testte bireyselligi diisiik olan testi, takip i¢in ise referans degisim
degeri (RCV) diisiik olan testi tercih etmek klinik agidan daha faydal: olacaktir (6).

2.5.3. Kalite I¢in Belirlenmesi Geren Analitik Performans Spesifikasyonlarinin (APS)

Tammlanmasi

Analitik varyasyonlarin klinik olarak tani, takip plam, tedavi plant veya
prognostik siireg gibi klinik etkileri APS belirlenirken en 6nemli hedeftir (48). Bu amagla test

sonuglarinda klinik karara dogru etki edecek sartlarin olusturulmas: gereklidir ve bu sartlarin
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objektif bir sekilde degerlendirilebilmesi ic¢in analitik spesifikasyonlarin belirlenmesi
gerekmektedir (48-50)

1999 yilinda Stockholm’de Uluslararasi Teorik ve Uygulamali Kimya Birligi
(International Union of Pure and Applied Chemistry), Uluslararast Klinik Kimya ve
Laboratuvar Tibb:1 Federasyonu (International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine) ve Diinya Saghk Orgiitii tarafindan organize edilen Kalite
spesifikasyonlarini belirlemek amaciyla kaynaklar hiyerarsisi olusturulmus ancak yapilan
konferanstan 15 yil sonra uygulamadaki zorluklar nedeniyle 2014 yilinda Milan’da EFLM
tarafindan EFLM 1. Stratejik konferans diizenlenmis ve analitik performans spesifikasyonlar
belirlenmesinde bazi revizyonlar yapilarak giincel olarak 3 model iizerinde durulmustur.
Amag, her model her metot i¢in avantajli olmadigindan uygun model veya modellerle analitik
performans hedeflerini belirlemek ve bu hedeflere uygun kalite kontroller ile klinik karar
verme siireclerindeki hatalart minimuma indirmektir (44,51). Ayrica 2023 yilinda Prag’da
diizenlenen 5. Avrupa'da Laboratuvar Tibbinin Gelecegi Sempozyumu'nda APS belirlemek

icin modeller uygulamasi tekrar degerlendirilmis ve tekrar kabul gormiistiir (50).
2.5.3.1. Model 1: Klinik Sonuclara Dayali Model

Bu modelde test sonucunun basarist klinik sonuglara dogrudan etkilidir. Klinik
karar i¢in hasta yonetiminde belirgin ve merkezi rolde oldugu ve test sonucunun kesme degeri
belirlenmis olgiimler igin tercih edilmelidir. Bu yaklasimin avantaji analitik performansin
hasta i¢in kritik onem tasiyan Ol¢iim sonuglar1 tlizerindeki etkisini degerlendirmesidir.
Dezavantaji ise bir¢ok test i¢in Klinik karar sinirinin kesin olarak belirlenememesi ve test
dleiim yontemlerinin elde edilen spesifikasyonlara etki etmesidir (44). Ornek olarak;
Trigliseridler, LDL, HDL ve total kolesterol; CRP, glukoz, HbAlc, albiimin, kardiyak
troponinler, TSH, tam kan sayiminda hemoglobin, trombosit, nétrofil model 1 APS

belirlenirken klinik sonuca dayal: degerlendirme yapilan testlerdir (52).
2.5.3.2. Model 2: Ol¢iimiin Biyolojik Varyasyon Bilesenlerine Dayanan Model

Bu uygulama, analiz kaynakl: sinyallerin biyolojik sinyallere oranint minimuma
diistirmeyi hedefleyen performans modelidir. Biyolojik varyasyon verilerine ulasilabilen ¢ogu
analiz i¢in uygun bir modeldir fakat giivenilir ve gegerli verilere gereksinim vardir. Ayrica

analitin kararli durumda olmasi, &rnekleme sikligi ve zaman araliklarinin uygunlugu, altta

20



yatan baska hastaliklarin etkisi, olgiilebilir konsantrasyonlarin etkisi biyolojik varyasyona

dayali APS modeli uygulanmasinda kisitlamalar olusturur (44).

Bu yaklasim belirli bir hastalik ya da klinik durum igin merkezi rol oynamayan,
homeostatik olarak siki kontrol altindaki dl¢iimler icin uygundur. Ornegin; plazma
elektrolitleri, mineraller, bobrek fonksiyon belirtegleri (plazma kreatinin, tre, sistatin C),
plazma tirat, plazma total protein konsantrasyonlari, tam kan sayimindaki bazi parametreler
(eritrosit sayisi, hematokrit, ortalama eritrosit hacmi) tedavi izlemi igin koagiilasyon testleri
(52).

2.5.3.3. Model 3: Son Teknoloji Uriiniine Dayanan Model

Teknik olarak en iist diizey analitik performans seviyesidir. Daha yiiksek kalite
gereksinimi olan laboratuvarlarda, model 1 veya model 2’ye uygun olmayan o&lgiim
parametreleri i¢in kullanilmalidir. Giintimiiz teknolojisine dayali bu modelin avantaji kolay
bir sekilde performans verilerinin elde edilmesidir. Dezavantaji ise teknik performans ile
Klinik icin gerekli performans arasinda dogrudan iliski kurulamayabilir. Bu nedenle en az
tercih edilen yontemdir (44,52).

Sodyum, potasyum, klor, kalsiyum, magnezyum, inorganik fosfat, kreatinin, fire,

tirik asit vb. gibi idrarda 6lgiilen testler bu modelin uygulamasina 6rnek olabilir (52).

APS uygulamas: farkli prensiplere sahip bu iic modelin arasindan yapilacak en
uygun tercih analite bagl olarak degisiklik gosterebilir. Ancak ¢ogu test i¢in en ideal yol BV

verilerine dayanan model ile APS uygulamasinin yapilmasidir (53).

2.5.4. Biyolojik Varyasyon Verilerine Dayah Analitik Performans Spesifikasyonlari

Ideal olan analitik performans spesifikasyonlarint direkt klinik sonuca gore
belirlemektir ancak bu yaklasimin zorlugu sebebiyle sinirlh  sayida analit i¢in
uygulanabilmistir. Bu nedenle APSleri iiretebilmek i¢in yaygin olarak kabul goren en iyi
yontem biyolojik varyasyon verilerine dayandirmaktir (4). Ayrica biyolojik varyasyon
verilerinin kullanim alanlarinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Stabil konsantrasyon veya

aktiviteye sahip olan birgok 6l¢iim maddelerinin APS’leri BV verilerine dayandirilabilir (44).

Biyolojik varyasyon verilerine dayanarak impresizyon, bias, izin verilebilir
toplam hata (TEa) ve kabul edilebilir 6l¢iim belirsizligi i¢in APS’ler elde edilmektedir (47).
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Ancak daha onceki boliimlerde de bahsedildigi gibi farkl: kalitede ve raporlamasi
farkli olan bir¢ok BV ¢aligmalari mevcuttur. 2014 yilinda diizenlenen EFLM 1 stratejik
konferansinda giincellenen APS modeller uygulamasinda da bu konu ele alhinmistir. BV
verilerine dayanan APS uygulamasinin énemli kisithiliklarindan biri, verilerdeki kalite ve
hedefe yonelik olmasidir (47,54). Bu konferans sonras: olusturulan TG-BVD ve WG-BV
calisma gruplariyla geecmis ¢alismalarin degerlendirilmesi ve gelecekte yapilacak BV
calismalar: standardize edilmeye calisilmistir (7,45). En 6nemli ilerlemelerden biri de EFLM

biyolojik varyasyon veri tabaninin (https://biologicalvariation.eu/) kurulmasidir (55). Bu veri

tabaninda ¢ok sayida detayli olarak kalite agisindan degerlendirilmis BV ¢alismalarina
erisilebilmekte ve bu galismalarin meta analizlerinden global BV tahminleri elde edilerek BV
verilerine dayali APS’lerin otomatik hesaplamas: yapilmaktadir.

BV’yi olusturan bilesenler:

1) Birey i¢i biyolojik varyasyon (CVi): bir gruptaki stabil olan bir 6l¢iimiin
konsantrasyon veya aktivitesinin, bireyler i¢indeki homeostatik ayar noktas: etrafindaki
degisimdir.

2) Bireyler arasi biyolojik varyasyon (CVe): farkl: bireylerdeki homeostatik ayar
noktas: etrafindaki degisimdir (56).

Biyolojik varyasyonun toplam (CVg) tahmini su sekilde hesaplanir:

CVE =CVf +CV§

Bir analitteki toplam varyasyonu olusturan bilesenler preanalitik varyasyon,
analitik varyasyon (CVa) ve bireysel biyolojik varyasyondur (CV)). Bu varyasyonlar rastgele
oldugu i¢in normal dagilhima uydugu kabul edilir. Analitik varyasyon bolimiinde de
anlatildigi gibi normal dagilimin genisligi SD veya CV olarak tanimlanabilir. Test sonucuna
etki eden toplam varyasyon (CVr) formiilize edilirken daha da basitlestirebilmek igin

preanalitik varyasyon bileseni ihmal edilerek asagidaki gibi hesaplanir:
—\/2 2
CVT =CVi +CVj
2.5.4.1. Impresizyon i¢cin Analitik Performans Spesifikasyonlar:

Impresizyon tarihsel olarak BV verilerine dayal: en eski analitik kalite
yaklasimidir (56). Bu yaklasimdaki amag, analitik giiriiltiniin biyolojik sinyalden

olabildigince diisiik olmasint saglamaktir. Bir testin tekrarl dlgiimlerinden elde edilen analitik
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varyasyon katsayisinin (CVa) diisiik olmasi i¢ kalite kontrollerin sikligin1 azaltir, hatal sonug
olasiligin1 azaltir, bireyin seri Ol¢iimlerinde goriilen degisimi daha anlamli kilar ve
popiilasyona dayali referans araliklarinin daha dar olmasint saglayarak klinik eyleme daha
dogru etki eder. Bu nedenle toplam varyasyon formiiliinden yola ¢ikilarak asagidaki kabul

edilebilir performans hedefleri belirlenmistir (4,40).

e Minimum performans: CVa <0.75 CV, olmas: halinde, test sonuglarindaki
degiskenlige en fazla %25 degiskenlik eklenir.

e Arzu edilen performans: CVa <0.50 CV, olmasi halinde, en fazla %12
degiskenlik eklenir.

e Optimum performans: CVa <0.25 CV, olmas1 halinde, en fazla %3 degiskenlik

eklenir.

Presizyonun bireysel biyolojik varyasyona orani ile 6lgiim sonuglarindaki
degiskenlik yiizde olarak Sekil 9°da gosterilmistir. Presizyondaki artigin test sonucuna

dogrusal etki etmedigi egride goriilmektedir.
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Sekil 9: Impresizyon i¢in analitik performans spesifikasyonu (4)

2.5.4.2.Bias i¢cin Analitik Performans Spesifikasyonlar:

Bias, tekrarlanan oOl¢tim sonuglarinin sistematik olarak ger¢ek degerden
sapmasidir (40).

Biasin olmadig:1 6l¢iimlerde referans aralik sinirlarint Gaussian dagilim gosteren
egrinin %95’lik kisminin alt ve st sinirlart belirler ve dagilimin st sinir ve alt sinirindan
%2.5’luk kisimlar1 yani popiilasyonun toplam %5’lik bolimii referans aralik disinda kalr.

Bias varliginda referans aralik disinda kalanlarin yiizdesinde artis goriliir (Sekil 10).

Impresizyon ihmal edilebilir diizeyde oldugu takdirde, ¢ok kiigiik bias varliginda
referans araliklart homojen popiilasyonlarda transfer edilebilir, farkli laboratuvarlardan elde
edilen sonuglar karsilastirilabilir, laboratuvarlarin hali hazirda kullandig: referans araligin: test
yontem degisikliklerinde degistirmeden kullanabilir. Bu nedenle toplam bireysel ve bireyler
arasi biyolojik varyasyon verilerine dayanan bias ic¢in kabul edilebilir performans hedefleri
(Ba) belirlenmistir (4,40,57).
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e Minimum performans: Ba <0.375 CVg olmahdir.
e Arzu edilen performans: Ba <0.250 CVg olmalidir.

e Optimum performans: Ba <0.125 CVg olmahdir.

Biasin grup biyolojik varyasyona (toplam biyolojik varyasyon) orani ile referans

stnirlarin disinda kalan popiilasyonun yiizdeleri Sekil 10°da gosterilmistir.

10 1
2 Minimum
L
N
=1
- 8 1 .
= istenilen Ust ya da Alt
= 5.7%, Referans Sinin
% Ooti Disinda Kalan
4 6 primum / Maksimum
1] n w
.E 4.4% Degerler
oyl
a
=
c
@
w
=
i
.,E Karsit Referans
x Sinin Diginda
= 1.0% Kalan Minimum
= Degerler
T
ﬂ T T T T 1
0 0.17 02 T 03 1 04 0.5
0.125 0.250 0.375

Bias'in Grup Biyolojik Varyasyona Orani

Sekil 10: Bias i¢in analitik performans spesifikasyonu (4)

2.5.4.3.Total Kabul Edilebilir Hata i¢cin Analitik Performans Spesifikasyonlar:

Total kabul edilebilir hata, izin verilebilir impresizyon ve izin verilebilir biasin
dogrusal kombinasyonuyla elde edilen performans spesifikasyonudur. Toplam hata, analitik
Olgtimlerin, tanimli olasilik sinirlart igerisinde (siklikla %95) gercek deger ¢evresinde
bulunabilecegi araligi belirler (Sekil 11), dlgiilen deger ile ger¢ek deger arasindaki farki
tahmin eder (58).
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Sekil 11: Toplam hata kavram (4).
Toplam kabul edilebilir hata (TEa) asagida gosterilen formiil ile hesaplanir:

TEa=Ba+1,65xCVa
Bu formiilde 1,65, %95 giiven araligina denk gelen Z puamidir.

Izin verilebilir impresizyon ve izin verilebilir bias tahminini hesaplama
formiillerinden toplam kabul edilebilir hata formiilii elde edilir ve performans hedefleri
asagidaki gibi hesaplanir:

e Minimum performans: TEa <0.375 CVg + 1,65x (0,75 CV) olmalidur.
e Arzu edilen performans: TEa <0.250 CVg+ 1,65% (0,50 CV/) olmalidir.
e Optimum performans: TEa < 0.125 CVg + 1,65%(0,25 CV;) olmahdir (4).

2.5.4.4. Kabul Edilebilir Ol¢giim Belirsizligi icin Analitik Performans Spesifikasyonlar:

Olgiim belirsizligi, bir 6lciime ait degerlerin dagilimin: ifade eden bir kavramdir
(59). Ol¢iim sonucu bakis acisiyla, dlgiim sonucunun toplam belirsizliginin bir giiven arahig
icerisindeki tahminidir. Test sonucu bir tahmindir ve 6l¢iim belirsizliginde olgiilen degerin

etrafinda, belirli bir olasilik dahilinde gergek degerin bulunabildigi, bir aralik sunulur (60).

Olgiim belirsizligi, bir 6l¢iim prosediiriindeki sistematik hatanin diizeltilmesinden
(6rnegin; kalibrasyon ile) sonra kalan tiim varyasyonlarin birlesiminden olusur. Bu nedenle
olgtim belirsizligi, impresizyondan kaynaklanan ve bias diizeltmesinin sonucu kaynaklanan ek
belirsizlikleri igerir (56,58).

26



Kabul edilebilir maksimum araliktaki 6l¢tim belirsizligi MAU olarak ifade edilir.
Bu performans spesifikasyonunun amaci, biyolojik varyasyona kiyasla analitik giirtiltiyii

minimuma indirmektir. Hesaplama su sekilde yapilabilir:
MAU=k x 0.5 x CV,

Burada “k” %95 giiven diizeyi igin 2, %99 i¢in 3 kapsama faktorii olarak alinir.

Cogunlukla kullanilan faktor diizeyi 2°dir (47).
MAU igin APS hedefleri ise su sekildedir:

e Minimum performans: MAU <2 x 0.75 CV|
e Arzu edilen performans: MAU <2 x 0.5 CV,.
e Optimum performans: MAU <2 x 0.25 CV, (55).

2.5.5. Referans Degisim Degeri (RCV)

Referans degisim degeri ardigik 6l¢iimlerdeki farkliligin 6nemini belirlemek igin
hesaplanan bir degerdir. Bireylerin seri olgiimlerinde gozlemlenen degisimlerin anlaml
olmas: i¢in oOl¢timler arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmasi gerekir. Bu

istatistiksel fark, "referans degisim degeri" olarak ifade edilir (61).

Saglikli bir bireyin bir Olglimiinde goriilebilecek varyasyonlar preanalitik
varyasyonlarin ihmali halinde analitik ve birey ici varyasyonlardan olusur. Total varyasyon

(CVr) olarak ifade edilir ve su sekilde formiilize edilir:
CV1=(CVa2+CV2)12

Normal dagihm gosterdigi varsayilarak bu degisimin alt ve st simirlarim
belirleyebilmek i¢in Z skorlar1 ile olasiliklar belirlenir ve bir 6l¢iimde goriilebilecek degisim
su sekilde belirlenir:

CV1=1Z x (CVa?+ CV,?9)12

RCV seri olgiimlerin takibinde anlamli farki belirlemek i¢in kullanilir ve

asagidaki formiilden yararlanilir:

RCV=212x Z x (CVa2+ CV2)1/2,
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Seri 6lgtimlerdeki 2 6rnek arasindaki anlamli degisimi gormek igin 22 degeri

kullanilir.

Genel kullanimda Z skoru ¢ift yonlii olarak, %95 (p<0,05) anlamlilik i¢in 1,96 ve
%99 (p<0.01) yiiksek diizeyde anlamlilik i¢in 2,58dir.

CVa degeri i¢ kalite kontrollerden elde edilir.
CV| degeri ise en giivenilir ve en giincel olan kaynaktan alinmalhdur.

CV,, saghkl kisilerde ve stabil durumdaki kronik hastalikli Kisilerde sabit oldugu
kabul edildiginden impresizyon (CVa) arttikca RCV artar bu da su anlama gelir: ardisik
Olgtimlerde goriilen kiiciikk degisimlerin anlamliligi diiser. Baska bir deyisle; olgiilen testin
impresizyon igin performanst minimum hedefi karsilamiyorsa ardisik o6lgiimlerdeki fark
biiyiik olacaktir ve klinik olarak anlaml: degisikliklerin tespitini zorlastiracaktir. Bu nedenle
seri ol¢timlerdeki degisimin anlamli olma olasiligini yiikseltmemiz igin CVa’nin diistiriilmesi
gerekir. Performans olarak arzu edilen veya optimum hedefleri karsilayan CVa varliginda
ardisik sonuglarda goriilebilecek kiiciik degisikliklerin klinik olarak duyarlilig: artar. Bununla
birlikte her ne kadar CVa minimuma getirilse de dl¢iime ait CV, degeri biiyikkse RCV’nin
yiiksek olmasina sebep olacaktir (4,62).

Olgiim sonuclarindaki degisime en cok etki edebilecek faktrlerden biri de biastir
ve miimkiin oldugunca yeniden kalibrasyonla, kalite kontrollerle elimine etmek gerekir.
Ayrica ol¢timler arasinda yeniden kalibrasyon, reaktif lot degisikligi gibi durumlarin olmasi
iki 6lgtim arasinda bias degisimi (AB) olusturacaktir. Biastaki degisim belirlenebiliyorsa RCV

formiilii su sekilde olacaktir:
RCV= AB + [2Y2x Z x (CVa2+CV,2)1?]

Saglikli bireylerin CV, degerleri ile hesaplanan RCV, saglikli popiilasyon disinda
birgok hastalik durumlarinin takibinde de uygun olarak kullanilabilecek bir aragtir. Ancak
bazi hastaliklara 6zgii oldugu diisiiniilen baz1 testlerde CV,’nin saglikl bireylerden farklilik
gosterdigi belirlenmis, bu nedenle ardisik sonug takibinde yanlis pozitifliklere yol agabilecegi
icin, saglikli bireylerin verilerinden elde edilen RCV’ye gore degerlendirmek uygun
goriilmemektedir. Ayrica hasta oOlciimleri arasindaki siklik rastgeleligi ortadan kaldirip

Ol¢timler aras1 korelasyon olusturabilir ve yanlis negatif sonuglara sebep olabilir (4,63).
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Bu formiiller daha 6nce de belirtildigi gibi varyanslar normal dagihm gosterdigi
durumlarda kullanilir. Normal dagilim gostermedigi durumlarda veya CV, degeri yaklasik
olarak %12’den kiigiik oldugu takdirde ise, dogrudan RCV hesab1 hatali sonug verecegi igin,
logaritmik transformasyon ile veriler normal dagilima yaklastirilarak RCV’nin hesaplanmasi
gerekir (64,65). EFLM BV Database’de de kullanilan azalis ve artis i¢in farkli degisim
degerlerinin hesaplanmas: asimetrik yontem olarak bilinir. Asimetrik dagilimlarda formiil su
sekilde diizenlenir (65,66):

RCVin(a)= %100 X exp (+ Za X212 X(CVina2+CVini2)Y?)

RCV’lerin ¢esitli testler ic¢in Klinik kullanimi bildirilmistir (67). Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii'niin (CLSI) son kilavuzlar: (EP33), ardisik test sonuglari
arasindaki kabul edilebilir degisim sinirlarint belirlemede delta kontrolii i¢in sistematik bir
yaklasim olarak RCV kullanimini 6nermektedir. Bu nedenle RCV'ler, aym zamanda

otoverifikasyon kriteri olarak da 6nemli bir islev gérmektedir (68,69).

2.5.6. Bireysellik indeksi (11)

Bireysellik indeksi geleneksel popiilasyona dayali referans araliklarinin yararinin
degerlendirilmesi i¢in kullanilan bir parametredir. 11 ile gosterilir. Birey i¢i varyasyon bireyler
arasi varyasyona oranlanarak hesaplanabilir (6):

=V
CV,

Saglikli  bireylerin seri Glgimlerine bakildiginda higbir bireyin dlgiilen
degerlerinin referans araligin1 kapsamadigi, ¢ogu oOlgiimiin de referans araliginda sadece
kiiciik bir arahigr kapsadigi goriiliir. Bu durum bireysellik ile agiklanmaktadir. Bu nedenle
bireyselligi yiiksek olan dlglimler icin geleneksel referans araliginin kullaniminin faydasi

sorgulanmaktadir (46).

Bir parametrenin bireysellik indeksi 0,6’dan kiigiik ise bireyselligi yiiksektir.
Geleneksel popiilasyona dayali referans araliklar: bireyin klinik olarak degerlendirebilmesi
icin pek faydali degildir. Boyle bir durumda Kisinin sonucu referans araliginda olsa bile
homeostatik ayar noktasindan uzakta olacag: i¢in klinik degerlendirme geleneksel referans

araliga gore yapilmas: yanhs degerlendirme riskine sahiptir (70). Bireysellik indeksi diisiik
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yani yiiksek bireysellige sahip analitlerin seri 6l¢iim degerlendirmesinin RCV’ye gore

yapilmasi gerekir (47).

Bireysellik indeksi 1,4’ten biiyiikse bireyselligi diisiiktiir ve herhangi bir bireyin
Olgtimlerinin dagilimi geleneksel popiilasyona dayali referans araligini kapsayacagi igin

kullanimi kinik olarak uygundur (46).

Ancak analitlerin cogu yiiksek bireysellik gosterdigi igin Klasik referans degerleri,
Klinik takip ve degerlendirmeler i¢in pek dogru yol gosterici kabul edilmemektedir (70). Bu
tir sebeplere bagli olarak geleneksel referans araliklarinda birgok test yasa, cinsiyete veya
diger 6nemli faktorlere gore tabakalara ayrilarak testlerin 11 oran: yiikseltilmis ve klinik karar

stnirlar: olarak kullanilabilirligi arttirilmastir (4).

2.5.7. Personalize Referans Aralk (prRI)

Cogu analitin bireyselliginin yiiksek oldugunu ve bu nedenle geleneksel
popiilasyona dayal referans araliginin kullanilmasinin klinik karara destegini azaltacagindan
ve belki de bireyin prognozu icin risk olusturacagindan bahsedilmisti. Bu nedenle test
sonuglar1  Kisisellestirilmis referans araligi (personalize referans araligi-prRI) ile
degerlendirilmelidir (47). Popiilasyona dayal veriler yerine bireye 6zgii verilere odaklanildig:

zaman hastalik yonetiminde hastalar1 daha merkezi konuma getirecektir (71).

PrRI’y1 hesaplamak icin biyolojik varyasyon verilerinden yararlanarak
homeostatik ayar noktasi ve analitlerin homeostatik ayar noktas: etrafindaki toplam

varyasyonuna dayanan yeni bir model gelistirilmistir.

Personalize referans araligini belirlemek i¢in 6ncelikle bireyin kararli durumdaki
analit i¢in daha onceki test sonuglarinin ortalamas: alinarak elde edilen homeostatik ayar
noktasinin tahmin edilmesi gerekir. Sonrasinda bireyin kendine ait kisi i¢i (within person)
biyolojik varyasyon (CVp) tahmini veya takip edilen bu bireyin popiilasyonuna yakin
benzerlikte bir popiilasyondan elde edilen bireysel biyolojik varyasyon (CV)) tahmini
kullanilarak Sekil 12°de gosterildigi gibi prRI tahmin arahiklari elde edilir (72).
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Prosediirler Denklemler

n = 3 olglim sonucu (Ri) kullanilarak

n
ortalama (.X) hesapla X = Li= Ri
Homeostatik ayar noktasi etrafindaki
- (n+1) . .
toplam varyasyonu hesapla (TVzet) TVier = 2% J - x(CV2 4+ Cv)

Personalize (kisisellestirilmis) referans

araligim hesapla (prRI) prRI = X % (TVse, x X)/100

Sekil 12: Kisisellestirilmis referans arah@mn (prR1) pratik bir sekilde bireysel biyolojik varyasyon (CV)),
analitik varyasyon (CVa) ve gecmis olciim sonuglar ile nasil hesaplandigini gosteren akis semasi (n,
homeostatik ayar noktasim tahmin etmek i¢in kullanilan numune sayisidir; TVst, homeostatik ayar
noktasi1 etrafindaki toplam varyasyonu ifade eder; CVa, analitik varyasyon; CV,, bireysel biyolojik
varyasyon; z, bir sabittir ve %95 olasilik (iki tarafli degisim) i¢in 1,96 olarak alinir) (72).

Sekill2’ de gosterilen formiillerde CV, yerine personalize (kisi igi) biyolojik
varyasyon (CVp) da kullanilabilir ancak bu durumda 6rnek sayisi 5°ten biiyiikk (n > 5)
olmalhdir (47). CV, yerine CVp’yi kullanmak yaklasimi daha da Kisisellestirir ve prRI’nin
daha spesifik olmasini saglar (73-75).

Tamm olarak CV, ya benzese de hesaplamada kullanilan verilerin kaynag:
farkhdir. CV, i¢in bir grup bireydeki seri olgtimleri kullanirken CVp i¢in bir bireyin ardisik
Olgtimlerini kullanir, bdylelikle CVp bireye o6zgii degisimi gosteritken CV, bireye 6zgii
degildir (5).

Modelin uygulanabilmesi i¢in kararli durumdaki verilerin bulunmasi, bireylerin
saghkl kararli durumda olmasi, analiti etkileyebilecek ilag kullanmamas: gerekmektedir.
Bireyin mevcut olgiimleri arasinda sonuglar1 etkileyebilecek bias varliginda homeostatik ayar
noktasinda sapma gériilecegi i¢in bu model kullanilamaz. ilaveten bireyin sonuclar1 6l¢iim
stnirina yakin testlerin verileri BV verilerini iyi temsil etmeyebilir bu durum da prRI modeli

icin bir stnirlilik olusturur (72).
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2.6.  Antimiillerian Hormon (AMH)

2.6.1. Embriyonik Gelisimde AMH’nin Rolii

Fertilizasyondan 4 hafta sonra iirogenital siniislerin gelisimi goriiliir. Urogenital
siniisler triner sistemin ve genital istemin onciileridir. Colomik epitelle kapli mezoderm
kokenli olan {iirogenital siniisler triner ve adrenogonadal c¢ikintilar yaparak ayrilir.
Adrenogonadal c¢ikintilar adrenal bez ve gonadlarin prekiirsoriidiir. Gonadal ¢ikinti fetiisiin
cinsiyetine gore yumurtahk veya testise farklilagir. Daha sonra gonadlar ekstra gonadal

kokenli primordiyal germ hiicreleri ile kolonize olurlar (76).

7. haftada XY kromozomlu embriyo gonadlar: testise farklilagir. Gonadal hiicreler
testikiiler kordonlar ve intersitisyel doku olmak tizere iki sekilde gelisir. Somatik sertoli
hiicreleri ve germ hiicreleri testikiiler kordonlarda gelisirken intersitisyel dokudan leydig
hiicreleri farklilagir. Sertoli hiicreleri AMH ve inhibin B sentezler, Leydig hiicreleri ise

androjenleri ve insiilin like faktor (INSL3) salgilar (76).

Testikiiler kordonlar bazal membran ve peritiibiiler hiicrelerle ¢evrelenir. Erken
fetal donemde Sertoli hiicrelerinde AMH, Y kromozomu SRY kolundaki SOX geni ile
tetiklenerek SF1 ve WT1 transkripsiyon faktorleriyle eksprese edilir. ilerleyen fetal dsnemde
FSH kontrolityle AMH sentezi devam eder (76,77). 8. ve 9. Gebelik haftalarinda miillerian
kanallar AMH etkisiyle apopitozis ve epitelyal mezensimal doniisiim yoluyla kranialden
kaudale dogru regrese olur. 10. Haftada ise regresyon tamamlanir ve miillerian kanallar
AMH’ye kars1 duyarsizlasir (12,76).

2.6.2. AMH’nin Molekiiler Yapisi ve Fizyolojisi

AMH, disiilfit baglariyla baglh 70 kDa’luk iki 6zdes alt tiniteden olusan dimerik
glikoprotein yapida, TGF-p siiper ailesine ait bir hormondur (9,13,78).

TGF-p stiper ailesi tyeleri, disiilfit baglariyla stabilize edilen monomerlerden
olusan dimerik glikoprotein yapisindadir. Bu aileyi inhibinler, aktivinler, bone morfogenetik
proteinler (BMP’ler), biiyiime ve farklilasma faktorleri (GDF'ler) ve miillerian inhibiting
substance olarak da bilinen AMH olusturur (79). Bu ailenin tiyeleri gelisim, farklilasma,
bagisiklik, hiicre proliferasyonu ve apopitozisin diizenlenmesinde 6nemli rol ahr. Ayrica
embriyonik gelisim ve vyetiskinlerde doku homeostazinda doku organ rejenerasyonu ve

bakiminin diizenlenmesinde 6nemli gorevler iistlenir (80-82).
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AMH’nin en temel fonksiyonu mezenkimal hiicrelerde apopitozu tetikleyerek
embriyonik gelisim siirecinde miillerian kanahin gerilemesini saglamasidir (76). Ayrica erkek
gonadlarinda leydig hiicreleri iizerinden testosteron sentezini azaltir (83). Disi gonadlarda ise
graniilosa hiicrelerinden salgilanir, overlerin FSH’ye duyarliligini dolayl olarak azaltir (84)
ve primordiyal folikiil otofajisini etkiler (85). AMH’nin miillerian kanallarin erkek fetiislerde
regresyonu, testislerde androjen sentez inhibisyonu ve disi gonadlardaki etkisi disinda, GnRH
noronlarimin erken embriyolojik donemdeki gogii iizerinde, laktasyon doneminden sonra
meme kanal epitelinin apopitozunda, hipofizde GnRH etkisinin gii¢lendirilmesinde,
hipokampusta hafiza ve 6grenme siirecinde, motor noéronlarda koruyucu ve biiyiime faktorii
olarak, kemiklerde RANKL {iizerinden osteoklastlarin farklilasmasinin inhibisyonunda rolleri

oldugu bildirilmis ve Sekil 13’te gosterilmistir (86).

.m Miiller I_(analla.rlnln Primordial Graniilosa hiicrelerinin
gerilemesi folikiillerin FSH'ye karsi

otofajisi duyarlihginin azalmasi

Embriyolojik
gelisim sirasinda \ T / Meme kanallari epitel
GnRH \ hiicrelerinin apoptozu

néronlarinin

gogii AMH'nin biyolojik fonksiyonlari
=

/,\; 4 % %
i N

Ogrenme ve hafiza

Androjen sentezinin
azalmasi

inhibe edilmis
osteoklast Motor néronlar igin
biiylime faktorii

Hipofiz seviyesinde

farkhlagmasi artan GnRH etkisi

Sekil 13: AMH’nin biyolojik fonksiyonlari (86).

2.6.3. AMH Genetigi ve Transkripsiyonel Diizenlenmesi

Insan AMH geni 19. Kromozomun kisa kolunun 13.3 bélgesinde bulunur ve 2,8
kilobaz ¢ifti uzunlugunda 5 eksondan olusmaktadir. AMH’nin biyoaktif C-terminal bolgesi 5.

eksonun 3’ ucunda kodlanir (87)

AMH’nin temel olarak transkripsiyon baslangi¢ bolgesi (promotor bolge) ATG

kodonunun 10 baz ¢ift yukarisinda bulunur. Sertoli ve graniiloza hiicrelerinde aktif olan

33



bolgedir. SF3A2 (eski adi: SAP62) ve GNRPX adl: iki gen AMH promotor bolgesinde stirekli
ifade edilen genlerdir ve bu iki gen ¢ift yonli promotdr gorevindedir ve transkripsiyonun
diizenlenmesinde gorev alir (88). Transkripsiyonu diizenleyen faktorler promot6r bolgenin ilk

420 baz ¢iftinde yogunlasmustir (87).

Fetal hayatin baslarinda major etkili transkripsiyon faktorleri steroidojenik faktor
1 (SF-1) (89), SOX9 (90), GATA4 (91-94), AP1 (95) ve WT1(96)’dir ve  AMH geni
tizerindeki promotor bolgenin proksimal kismindaki cevap elementlerine baglanirlar ve AMH

transkripsiyonunu diizenlerler (87).

Ilerleyen fetal yasam ve dogumdan sonra AMH transkripsiyonu FSH kontrolii
altina girer. FSH ile uyarilan hiicrede siklik AMP (CAMP) yolu ile Protein Kinaz A aktive olur
ve fosforilasyonla transkripsiyon faktorleri SOX9, SF-1, activating protein 2 (AP-2) ve
niikleer faktor-kB (NF -kB) aktiflestirilir. AP-2 ve NF-kB i¢in AMH geni distal promotor
bolgede cevap elementleri bulunur ve transkripsiyon baslatilir (97). FSH’nin bu etkisi
nedeniyle santral hipogonadotropik hipogonadizimli erkek g¢ocuklarda AMH diisiikligii
goriilir (98). Erkeklerin gelisim siirecindeki gonadotropin, testosteron (T) ve AMH

seviyelerinin seyri Sekil 14°te gosterilmektedir (92).
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Sekil 14: Erkeklerde dolasimdaki gonadotropin, testosteron (T) ve AMH seviyelerinin gelisim siirecinin
sematik gosterimi (92).

Erkeklerde androjenler FSH’yi antagonize ederek sertoli hiicrelerinde AMH
sentezinin diistisiine neden olur. AMH promotoriinde androjenler igin direkt cevap elementleri
bulunmaz. Androjenler FSH’yi baskilayarak ve androjen reseptoriiniin SF-1 {izerinden
transkripsiyonu engellemesiyle AMH sentezini baskilar (99). Sertoli hiicreleri olgunlastik¢a
androjen reseptor sentezler ve buna bagh olarak ergenlik ve yetiskinlik doneminde AMH
seviyelerinde belirgin diistisler goriiliir. AMH, Testosteron (T) ve Androjen reseptorii (AR)

arasindaki iliski ve yas ile olan baglant: Sekil 15°te gosterilmektedir (92).
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Sekil 15 AMH, Testosteron (T) ve Androjen reseptorii (AR) arasindaki iliski ve yas ile olan baglanti (92).
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Ayrica AMH promotdr bdlgesinde Ostrojen cevap elementi bulunmaktadir,
ostrojenin AMH transkripsiyonunu attirdigi belirlenmistir (100) ancak tam olarak onemi
heniiz anlagilamamistir (87).

AMH’nin  transkripsiyonel  diizenlenmesi  goérsel olarak  Sekil 16°da
gosterilmektedir. AMH promotor geni ve transkripsiyon faktorleri Sekil 16 A ’da; sertoli
hiicresinde AMH’nin FSH’den bagimsiz AMH transkripsiyon diizenlenmesi, FSH bagimli ve
Protein Kinaz A iizerinden etki gosteren AMH transkripsiyon faktorleri Sekil 16 B’de
gorsellestirilmistir (91,92).

A Human AMH promoter
WTH GATA4
@ GATA4 5|=1 catasl soxo SF1 [GATA4 AMH
GRGETLCCT m— GGG*GGGG— GRTCACAGGGACT % GlT!ﬂ—ka— TIGACACAT  mm AGATAG = CCCTTTGAGA e CAAGGTCAs AGATAG
-2218 =104E :‘?E‘Z 418 -228 213 =178 =151 =102 -85 A 1
NFeB AP2 GATA 5F1 APT GATA SRYS0X9 SF1 GATA WTT1

Later in fetal and postnatal life
FSH- DEPEMDENT

B Onset of AMH expression in the early fetal testis
GONADOTROPIN =INDEPENDENT

-~ AMH : marker of FSH action
en immature Sertoli cells

-~ AMH : one of the 2 testicular
hormones invelved in

male sexual differentiation
- Due to: - Sertoli cell proliferation

= AMH transactivation:
50X9: increased exprassion
5F1 : increased expression
& nuelear translacation
AP2: nuclear translecation

NFxB : nuclear translocation

Mullerian duct regression Increased Testicular AMH output

Sekil 16: A) Gorselde AMH promotor geni ve transkripsiyon faktérleri B) Sertoli hiicresinde AMH’nin

FSH bagimsiz, FSH bagimh ve Protein Kinaz A iizerinden etki gosteren AMH transkripsiyon faktorleri
(91,92).

2.6.4. AMH’nin Molekiiler Yapisi

AMH, TGF-B stiper aile tyelerinin sentezine benzer sekilde, pre-pro-hormon
olarak sentezlenir. Homodimerik iki 6zdes 70 kDa’lik glikoprotein yapida subiiniteden ve her
subiinite 560 aminoasitten olusur (9). Dimerik 6nciil N-terminal pro-alan ve C-terminal olgun

alandan olusur. N-terminal prodomain, C-terminal olgun alanin katlanmasina ve
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dimerizasyona araci olur. C-terminal olgun alan ise asil aktiviteden sorumlu olacak alandir
(101).

Preprohormon yapisindaki AMH hiicre i¢i endoproteazlarla proteolize ugrar
(102). Proteoliz sonucu N-terminal pro bolge ve C-terminal olgun alan arasinda non kovalent

bagli bir pro-hormon (103) yap1 olusur ve hiicre digina sekrete edilir (Sekil 17).

AMH cogunlukla proteoliz ile biyoaktif hale gelir (102,104). Dimerik yap1
korunarak, C terminal kalinti (25 kDa) biyoaktif kismi olusturur, N terminal fragman (110
kDa) da aktivasyona katkida bulunur (101).

(pro bolge)

N-terminal
homodimer

Protease Dissociation
—_— —_—

Non-kovalent

komplekse C-terminal
ayrilmis homodimer

(matiir ligand)

Tam uzunlukta
homodimer

Sekil 17: Homodimerik yapidaki AMH ligandinin islenmesi gosterilmektedir.(103)
2.6.5. AMH’nin Reseptorleri ve Sinyal Iletimi

AMH reseptorleri TGF-p siiper ailesi reseptorleri gibi transmembran yapidadir ve
intraseliiler kismi serin treonin kinaz aktivitesi gosterir. Tip | ve tip Il olmak iizere iki tip
reseptorden olusmaktadir (105). AMH, BMP’ler tarafindan da kullanilan Tip | reseptorler
aktivin reseptor benzeri kinaz 2 (ALK2), ALK3 ve ALKG6 araciligiyla sinyal olusturur.
AMH’ye 6zgii tip II reseptor ise AMHRII olarak adlandirilir (87).

AMH reseptorii sinyal iletimi Sekil 18°de gosterilmistir. Proteoliz yoluyla aktive
olan non kovalent dimerik yapidaki AMH matiir C-terminal bolgesiyle AMHRII’ye baglanir.
Bu baglanma ile C-terminal alanda konformasyonel degisiklikler olur. AMH N-terminal Pro-
bolge ligand-reseptor kompleksinden ayrilir, Tip 1 reseptoriin de baglanmasiyla reseptor

sinyal kompleksi olusur ve sinyal iletimi baglar (103).
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Ligandlar reseptorlerin ekstraselliiler alanlarina baglanir ve ligand reseptor
kompleksi (AMH -AMHRII-ALK) olusturularak sinyal iletimi baglar (Sekil 18). Once,
AMHRII reseptoriin kinaz aktivitesiyle Tip | reseptoriin fosforilasyonu saglanir, sonra
fosforile Tip | reseptor ile Smad ailesinden 6ncelikle Smad 1, 5 ve 8 proteinleri yardimci
olarak Smad 4 proteini fosforile edilir. Fosforile Smad proteinleri niikleusta gen

transkripsiyonunu regiile eder (106).

Full length AMH Cleaved AMH
Protease Pro-region
C-terminal

dimer

l . Receptor

signaling

Dissociation complex

—_— — —
L L
AMHRII e Typel
Receptor

Smad
phosphorylation
Sekil 18: AMH reseptorii sinyal iletimi (103).
2.6.6. AMH ve AMHRII Eksprese Edebilen Dokular

AMH birden ¢ok cesitli dokuda eksprese edilen biiytime faktorii islevinde bir
hormondur. AMH temel olarak erkeklerde testislerin somatik hiicre grubundan sertoli
hiicrelerinde {iretilir, kadinlarda ise overlerin preantral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde
sentezlenir. Reprodiiktif doénemdeki kadinlarda endometriyumda AMH ekspresyonu

gosterilmistir (107).

Ureme sistemi disinda da AMH ekspresyonu, yapilan cesitli ¢alismalarda
gosterilmistir. Motor noronlar (108), fetal GnRH néronlart (109), hipokampiis (110) santral
sinir sisteminde AMH ekspresyonu tespit edilen noronal dokulardir. Seks kord stromal
timorler (111,112), graniiloza hiicreli tiimorler (113) gibi malign hiicrelerde de AMH

ekspresyonu gosterilmistir.

AMHRII iireten hiicreler AMH sinyal iletimini gergeklestirerek AMH uyarisina
yanmt olusturabilirler. AMHRII yaygin olarak miillerian kanallarda olmak iizere preantral

folikiiller, hipofiz bezi (114), hipotalamus (115) dokularinda ve memede laktifer6z kanallarda
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(116) eksprese edilir. Bunlar disinda leydig hiicreleri (117) ve prostat dokusu (118) {ireme
sisteminde AMHRII ekspresyonu goriilen dokulardir. Ayrica yapilan bir ¢alismada sperm
hiicrelerinde immunositokimya yontemi ile kuyruk kisminda AMHRII ekspresyonu
gosterilmistir (114). Sinir sisteminde motor noronlar (108) ve hipokampiista (110) da

AMHRII ekspresyonu gosterilmistir.

Bu dokular disinda cesitli kanser hiicrelerinde de AMHRII ekspresyonu
raporlanmistir: endometriyum (119), over (120), prostat (118), meme (116) ve serviks kanseri
(121) ornek gosterilebilir. Ayrica kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde (122) ve bazi

solid timorlerde de (123) AMHRII ekspresyonu dogrulanmastir.

2.6.7. AMH’nin Klinik Kullanim

2.6.7.1. Fertilite

Yetiskin erkeklerde germ giicre sayilari perinatal donemdeki sertoli hiicre
sayisiyla yakindan iliskilidir (124,125). Ayrica erkekler yaslandikga sertoli hiicre fonksiyonu
leydig hiicrelerinden daha erken azalmaya baslamaktadir (126).

AMH’nin embriyonik dénemde cinsiyet gelisimindeki rolii, immatiir sertoli
hiicrelerinin biyobelirteci kabul edilmesi ve yasa bagl azalma gostermesi, ayrica subfertil
erkeklerde yapilan bir ¢calismada serum AMH diizeyinin kontrol grubuna gore daha disiik
bulunmas: (127), AMH’nin erkek fertilitesinde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (128).
AMH dizeyleri erkeklerde infertiliteye yol agan bazi klinik durumlarda etiyolojiyi

arastirirken yol gosterici olabilir (Tablo 11).
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Tablo 1I: AMH’nin fertilite ile iliskili bazi klinik durumlardaki diizeyi (82)

Klinik Durum AMH seviyesi

Pubertal gecikme Ergenlikte normal prepubertal seviye

Agir konjenital
hipogonadotropik Ergenlik doneminde azalma
hipogonadizm
) Ergenlige kadar referans arahkta; ergenlikle iliskili dustste
Klinefelter sendromu

gecikme, daha sonra yetiskinlerde normal alt: konsantrasyonlara
(47, XXY)

dismiistiir

McCune-Albright

Erkek ¢ocuklarda artmis AMH seviyesi
sendromu

Prepubertal ve pubertal erkek c¢ocuklarda erken baslangigli
Varikosel varikoselde yiikselmis ve siddetli varikoseli olan yetiskinlerde
azalmistir
Non-Obstriiktif

) Azalmis AMH seviyesi
Azospermi

Erkek yaslanmasi Yasa bagl azalma

2.6.7.1.1. Non Obstriiktif Azoospermi

Erkek infertilitesinin en ciddi formu olarak bilinen non obstriiktif azospermide
bozulmus spermatogenez sonucu semende hi¢ sperm bulunmamasidir (129). Infertilite
tedavisi i¢in mikrodiseksiyon testikiiler sperm ekstraksiyonu (MD-TESE) ile sinirli bir basar
elde edilebilmektedir (130). Bu islemin invazif olmas: ve tedavideki diisiik basari orani
nedeniyle AMH ve AMH/total testosteron oraninin invazif islem olmadan MD-TESE islem
basarisim ongorebilecegi non obstriiktif azospermili hastalarda yapilan bir ¢alismada

gosterilmistir ancak daha genis popiilasyonlu ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (131).
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2.6.7.1.2. Klinefelter Sendromu

Klinefelter sendromu, erkeklerde hipergonadotropik hopogonadizmle seyreden
non obstriiktif azospermiye sebep olan cinsiyet kromozom anomalisidir (82). Cogunlukla
47XXY karyotipi goriiliir (132). Fenotip olarak uzun boy, kiigiik testisler, jinekoid goriinim
gibi androjen eksikligine ait semptomlarla (133) kendini gosterse de tan1 daha ¢ok erigkin
donemde infertilite sebebiyle konur (134,135). AMH diizeyleri ise c¢ocukluk déneminde
referans araliktadir, ergenlikte muhtemelen gecici sertoli hiicre kompansasyonu nedeniyle
AMH seviyelerinin diistisinde gecikme goriiliir. Testikiiler fonksiyon bozuldukca

yetiskinlikte diistik diizeylerde seyreder (136).
2.6.7.1.3. Kallman Sendromu

Kallman sendromu, hipotalamo-hipofizer bolgede GnRH néronal gogiiniin
basarisiz olmasi sebebiyle GnRH eksikligi ve buna bagl konjenital hipogonadotropik
hipogonadizim goriilen non obstriiktif azospermi sebeplerinden biridir. Cogunlukla hiposmi
veya anosmi ile birlikte gorilir. Hipogonadotropik hipogonadizim tanisinda edinsel ve
konjenital ayrimint yapmak gerekir. Yapilan c¢alismalar AMH diizeyinin Kallman
sendromunda azalacagim gostermistir ancak ileri ¢alismalarla tani araliklarinin netlestirilmesi
gerekmektedir (137,138).

2.6.7.1.4. Persistan Miillerian Kanal Sendromu

Persistan Miillerian Kanal Sendromu (PMDS), DSD igerisinde AMH vyetersizligi
nedeniyle gergeklesen Kliniktir. DSD’ler daha ¢ok testosteron ile ilgili islevlerde goriilen
bozukluklarda ortaya ¢ikarken PMDS AMH sentezinde ya da AMH’nin etkisinde goriilen
defekt nedeniyle olusur. Otozomal resesif bir bozukluktur, AMH’nin etkisini gésterememesi
46 XY erkek bireylerde miillerian kanalin kalict olmasina neden olur ve uterus, fallop tiipleri
gelisir ve kalicidir. Bu nedenle de ¢ogunlukla bilateral inmemis testis goriilir. Bu bireylerin
leydig hiicre islevinde bir bozukluk olmadigindan dis genital organ gelisimi normaldir. AMH

veya AMHRII genlerindeki mutasyonlar PMDS’nin altta yatan nedenleridir (132).

PMDS’de AMH olgtimleri degiskenlik gostermekle birlikte  AMH gen
mutasyonlarinda ¢ogunlukla saptanamaz ya da ¢ok diisiiktiir. AMHRII mutasyonlarinda ise
normal seviyelerde goriilebilir. Bu durum molekiiler veya genetik testler i¢in yol gosterici
olabilir (139,140).
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2.6.7.1.5. Kriptorsidizm

Kriptorsidizm ilerleyen dénemler i¢in ciddi infertilite riski barindirir. Bu nedenle
kripdorsidizm ayirici tanisinda 6lgiilebilir AMH testis varligini gosterirken 6l¢iilemeyen deger
psodohermafrodizm veya saf gonadal disgenezisi olan kizlarda anorsi veya yumurtaliklarin
gostergesidir. Bu nedenle cerrahi islemlerden 6nce testis dokusunun varligini belirlemek icin
AMH ol¢iimii yapilmahdir (141,142). Bunlarla birlikte kriptorsidizmli erkek c¢ocuklarda
AMH diizeyindeki diisiis, sertoli hiicre hasarinin gostergesi olabilir ve AMH’taki diisiisiin

miktar: eriskin donem i¢in infertilite riski ile ilgili bilgi verebilir (143,144).

AMH diizeyleri, DSD'nin ayirici tamsina katkida bulunur. Sekil 19’daki
algoritmada cinsiyet gelisim bozukluklari ayirici  tamsinda  AMH’nin  kullanimi

gosterilmektedir.
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Testis

Yes Mo
CAH Anorchia
LB (46,XX) (45,XY)
Increasing seventy Barn with male phallus, Undetectable
of hypospadias hyponatremia, or AMH and inhibin B
hyperkalemia, or and T
shock l
Yes No Infertility
Defects in both Sertoli Defects in
cells and Leydig cells Sertoli cells
Mixed DSD PMDS e
l N" defects inT
Subnomal AMH gene AMHR [ gene \ .
AMHand T mutation mitikahien Subfertility
Subfertility Undetectable AMH Nomal AMH and T
nomal inhibin Band T undetectable inhibin B
Infertility

Sekil 19: AMH’nin DSD ayinc tamsindaki rolii. UDT: inmemis testis; CAH: konjenital adrenal
hiperplazi; DSD: cinsiyet gelisim bozukluklari; PMDS: persistan Miillerian kanal sendromu; AMH: anti-
Miillerian hormon; T: testosteron; AMHR: AMH reseptorii (82).

2.6.7.1.6. Erkeklerde McCune Albright sendromu

Kemiklerde fibréz displazi, ciltte kafeola lekeleri ve gonadotropinlerden bagimsiz puberte
prekoks ile karakterize edilmis hastaliktir (145). McCune Albright sendromunda puberte
prekoks goriiliirken erkeklerde beklenen AMH diisiisii gézlenmez, aksine yiikselir. McCune
Albright sendromunda GNAS1 mutasyonu Gs proteinindeki islev kazancina neden olur. Bu
islev artisiyla Gs ile aktive olan faktorlerin (SF1 ve SOX9) aktivasyonu ve FSH’ye bagh
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olarak Gs proteinin alfa subiinitinin aktivasyonu ile aktive olan NFkB ve AP2 faktorlerinde

daha fazla aktivasyon olusur ve. AMH seviyelerinde yiikseklik goriiliir (146).
2.6.1.7.7. Varikosel

Skrotumda pampiniform pleksus ad: verilen ven agimin anormal bir diizeyde
genisleyerek kivrilmas: varikosel olarak tamimlanir. Erkek infertilitesinin temel tedavi
edilebilir en yaygin sebebidir. Ilerleyen varikosel durumlarinda testiste dolagim: bozarak
oksidatif stresi arttirir. Bu durum spermatogenezi olumsuz etkiler, sperm kalitesi ve sayisi

azalir ayrica sertoli hiicrelerinde fonksiyon kaybina neden olur (147-149).

Yapilan bir calismada varikosel hastalarinin da oldugu subfertil yetiskin
bireylerden olusan grup ile kontrol grubu karsilastirilmis, AMH ve inhibin B seviyelerinde
anlamli derecede disiiklik gorilmistir (150). Bu durum varikoselin sertoli hiicre
fonksiyonunda kayba neden oldugunu gostermektedir. Ancak prepubertal ve pubertal
donemdeki varikosel olgularinda AMH konsantrasyonlarinda artis goriilmiistiir, bu durumun
seminifer epitel fonsiyonundaki erken dénem anormalligi gosterdigi ve sertoli hiicrelerinde

kompansatuvar bir etki olusturmas: nedeniyle oldugu disiiniilmektedir (151).

Varikosel ve AMH arasindaki iliskinin daha iyi aydinlatilabilmesi igin infertil
erkeklerde nedene yonelik Kkarsilagtirmali calismalar yapilmalidir. Varikosel tedavisi sonrasi
degerlendirmede AMH’nin istenen diizeye gelmesi testis fonksiyonunun normale geldigini

gosterebilir, yine de spermatogenezin diizeldigini semen analiziyle dogrulamak gerekir (152).
2.6.7.2. Kanser

AMH etkisi altinda miillerian kanallarin apopitozis yoluyla regrese olmasi,
AMHRII eksprese eden baska dokularda da arastirma yapmaya yol agmustir. Hiicre kiiltiiri
calismalarinda anlamli derecede apoptozis artisina ve hiicre dongiisiinde G1 fazinda
duraksamaya neden oldugu anlasilmistir (153). Yapilan ¢alismalarda AMHRII’nin birgok
kanserli dokuda eksprese edildigi gosterilmistir (86).

AMHRII'nin hem saghkli prostat dokusunda hem de prostat kanserlerinde
ekspresyonunun gosterilmesi prostat kanseri ile AMH arasindaki iliskinin varligin

sorgulamaya sebep olmustur (118).

AMH, 17 alfa hidroksilaz enziminin ekspresyonunu azaltarak androjen sentezini

inhibe eder (83). Distal prostat kanal gelisiminin AMH’nin postnatal yaklasik 15. Giindeki
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diistisinden sonraki androjen artisiyla birlikte olusu AMH’nin prostat gelisiminde etkili

olabilecegini diisiindiirmektedir (86).

Yapilan in vitro arastirmada, androjen duyarli prostat adenokarsinomu
hiicrelerinde NF«B sinyal iletim yolunun biyoaktif AMH ile tedavi edilmesi sonucu hiicreyi

apopitoza yonlendirdigi gosterilmistir (118).

Ayrica bir kohort ¢calismasinda radikal prostatektomi operasyonu geg¢irmis prostat
kanserli hastalarda, serumda diisik AMH konsantrasyonu prostat kanserinin agresifligi ile
iliskilendirilmis ve ileri ¢calismalarla desteklenerek prostatektomili hastalarda AMH’nin yeni

bir biyobelirteg olabilecegi sonucuna varilmistir (154).

2.6.8. AMH’nin Ol¢iim Yontemleri

AMH yaygin olarak kadinlarda over rezervini tahmin etmek igin, erkeklerde ise
DSD’nin ve gonadal islevin arastirllmasinda kullaniimaktadir (155,156). Bu nedenle analiz

yontemlerini gelistirme ¢alismalariyla test performansi arttirilmaya caligiimaktadir.

2000’li yillarin baslarinda serum AMH konsantrasyonu 6l¢iimii ilk olarak manuel
enzim linked immunosorbent assay (ELISA) yontemleri ile yapilmaktaydi. Diagnostic
Systems Laboratory ve Immunotech’in sandwich ELISA testleri kullanilmaktaydi. Daha sonra
Beckmann Coulter tarafindan Gen Il ELISA testi gelistirilmis (157) ve bu test 2010 yilinda en
yaygin kullanilan test haline gelmistir (158). Ancak manuel ELISA yontemlerinde
tekrarlanabilirligin diisiik olmas: (159) ve kompleman interferans: (160) test giivenilirliginde

soru isaretleri olusturmaktaydi.

2013’te Ansh laboratories tarafindan manuel ultrasensitive AMH ELISA kiti kullanima
girmistir. Biyoteknolojik ilerlemelerle birlikte AMH 6l¢iimii igin tam otomatize yontemler
gelistirilerek test performans: iyilestirilmeye ve standardize edilmeye calisilmistir. 2014
yilinda Roche Elecsys, 2016 yilinda ise Beckman Coulter Access tam otomatize
elektrokemiliiminesans immunoassay (ECLIA) metoduyla c¢alisan AMH Kkitleri piyasaya
striilmustiir. Bu tg testin tekrarlanabilirlikleri daha yiiksektir (161) ve Elecsys ve Access

Kitlerinin kompleman protein interferansina olan duyarliligi diisiiktiir (162).

Bu testler disinda Floresan Lateral Akis Immunoassay ile test hizint arttirmak ve

kolay sonug almak i¢in hasta bas1 kantitatif sonug almay1 saglayacak yontem ¢aligmalari (163)
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ve elektrokemiluminesans immunosensor teknolojileriyle sensitiviteyi arttirmak igin metot

gelistirme ¢alismalari (164) yapilmaktadur.

Dolasimda AMH proAMH (o6nciil form) ve proteolitik reaksiyondan gegtikten
sonra olusan biyoaktiviteye sahip AMHnc (N terminal prodomain ve C terminal matiir
bolgeden olusan non kovalent kompleks) olarak bulunur. Giiniimiizde de kullanilan Elecsys
ve Access Kkitleri dolasimdaki total AMH’yi 6l¢ebilmektedir (156,158,165). Bu testlerde
kullanilan antikorlarin dolagimdaki bu iki forma olan afiniteleri farklilik gosterebilecegi igin
test sonuglarinda farkliliklar olusturabilir veya AMH’nin aktivitesini gostermeyebilir
(156,166).

AMH testleri arasinda yapilan karsilastirma calismalarinda standardizasyondaki
eksiklikler nedeniyle sonu¢ Kkarsilastirmalarinda aym: numunede farkli testlerde farkl
sonuglarla karsilasiimaktadir (161). Bu klinik yorumu giiglestiren bir durumdur. Diinya Saglk
Orgiitii rekombinant proAMH iceren referans reaktif gelistirerek bu problemi ¢ozmeye
caligmaktadir (167).

2.6.9. Erkeklerde AMH’nin Popiilasyona Dayah Referans Arahklar:

AMH erkeklerde fetal 8. haftadan itibaren sertoli hiicrelerden salgilanan, testikiiler
fonksiyonu degerlendirmede biyobelirteg kabul edilen glikoprotein yapili bir hormondur.
Erkeklerde yasam boyunca AMH diizeyi belirgin degisim gosterir (14,114). Bu nedenle
Klinik degerlendirme yapilirken bireyin yasina uygun referans araliklarinin dikkate alinmasi

gerekir.

Yapilan galismada 18-37. gestasyonel haftalar arasindaki erkek fetiislerde, AMH
seviyelerinde gebelik haftas1 ile genis bireysel varyasyon oldugu goriilmiistir, ancak bu
durumun gestasyonel yas ile iliskisinin 6nemli 6lgiide olmadigi anlasilmistir. Dogumda
umblikal kord kaninda AMH diizeyi fetal diizeye benzer bulunmustur (168). Postnatal ilk
birka¢ ayda, mini puberte donemi olarak da adlandirilan donemde, gonadotropinlerde goriilen
gecici artis AMH’nin yiikselmesine sebep olur ve yapilan g¢alismalar bu dénemde pik
yaptigini bildirmektedir (14-16,168).

Infantil dénemde goriilen zirvenin sonrasinda AMH diizeyleri prepuberte dénemi

sliresince yavas bir azalma gosterir (14,16,168,169). Puberte doneminde ise sertoli hiicre
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olgunlagsmasi, sertoli hiicrelerinde androjen reseptor Sentezinin artmasi ve intratestikiiler

androjenin AMH’yi suprese etmesi ile AMH seviyelerinde belirgin diigiis gozlenir (14,169).

Puberte sonrasi eriskin donemde ise AMH oldukga diisiik seviyelerde (infantil
donemdeki seviyenin %3-4’ti) ve yas ile birlikte hafif bir azalma egilimi ile seyreder
(14,114,170,171).

Referans degerlerde goriilen g¢alismalar arasi farkliligin popiilasyon ve test

yontemi farkliligindan kaynaklanabileceginin géz 6niinde bulundurulmasi gerekir (16).

1 gin ve 18 vyas arahginda bulunan Elecsys AMH tam otomatize
elektrokemiliiminesans (ECLIA) yontemiyle saglikli 484 erkek cocukta yapilan referans

aralik ¢aligmasindan elde edilen bazi veriler Tablo I11°te gosterilmektedir (16).

Tablo I11: Pediatrik popiilasyondan ECLIA metoduyla elde edilen referans arahklar

Yas Kisi 2.5. Persentil (ng/mL) Medyan 97.5. Persentil (ng/mL)
Arahg sayisi (%90 CI) (ng/mL) (%90 CI)
0-2 giin 42 10.9354 36.232 84.9044
(8.2446-15.2516) (57.3314-97.9804)
3-7 giin 44 22.344 77.602 166.068
(8.1102-27.9734) (137.5766-209.4692)
8-10 giin 15 31.5728 98.42 194.8394
(0-46.2448) (155.8704-274.7192)
11-20 giin 43 22.638 75.18 183.4644
(8.3132-28.4382) (159.4418-229.7834)
21-28 giin 25 34.2972 79.38 154.3318
(19.9192-50.34) (108.8402-179.819)
29-364 66 32.9728 77.168 157.6204
gun (21.721-45.2452) (98.931-190.2304)
1-4.9 yas 60 43.498 97.038 199.5406
(34.5184-59.2158) (152.5762-220.9126)
5-7.9 yas 39 33.3662 71.61 155.1648
(26.2164-42.2576) (121.6-181.5072)
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8-11.9 yas

12-14.9

yas

15-18.9
yas

60

39

51

13.5212
(0-14.0196)

1.3202
(0-2.1672)

2.3464
(1.0962-3.0842)

59.682 158.4016
(146.3434-209.6)

10.031 46.452
(20.272-65.079)

8.148 18.2056
(13.3546-21.4452)

Puperte sonrasi yetiskin erkeklerde yapilan caligmalarda bildirilen popiilasyona

dayali referans aralik degerleri Tablo 1V te gosterilmektedir (14,114).

Tablo 1V: Yetiskin erkek bireylerde iki farklh yontemle gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda elde edilen
Anti-Miillerian Hormon (AMH) referans arahklan

Yetiskin Yas Aksglaede et al., 2010 Benderradji et al., 2022
Grubu (Immuno tech, Beckman Coulter (Beckman Coulter Access
Ltd., Marseilles, France) ECLIA)
Medyan (%5-95) Medyan (%2,5-97,5)
20-39 yas 42 (13 —98) pmol/L 43.8 (18,1-90,9) pmol/L
>39 yas 42 (13 -98) pmol/L 38.3(12.3- 87,6) pmol/L

Cevirme faktorii: pmol/Lx0.14=ng/mL
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Yozgat Bozok Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Ana Bilim
Dali’nda 11 Kasim 2024 — 17 Mart 2025 tarihleri arasinda gergeklestirildi. Erkeklerde
AMH’nin biyolojik varyasyon verilerinin degerlendirilmesi baslikli ¢alismamiz Yozgat
Bozok Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 05.03.2025 Tarih ve 2025-GOKAEK-255 2025.03.05_172 numarah Kkarar ile
onaylandi. Tim katilimcilar tiim ¢alisma siireci hakkinda bilgilendirildi ve bilgilendirilmis

onam alinarak ¢alismaya dahil edildi.

Calismamizin modeli EFLM Biyolojik Varyasyon Calisma Grubu tarafindan
yayinlanan ve BIVAC’1 da i¢ine alan Biyolojik Varyasyon Verileri Calismalarin1 Raporlama
Standardi (STARBIV) rehberliginde diizenlendi (42,45).

3.1. Calismanin Giiciiniin Degerlendirilmesi ve Calisma Grubunun Se¢imi

Arastirmamizda c¢alismanin giicli i¢in Katilan birey sayisi, her bireyden alinan
numune sayisi, her numune igin yapilan tekrarli olgiim sayisi ve CVa/CV, oram
degerlendirilerek CVA/CV, oraninin 1’den diisiik olmasi ve giiciin 1.00 olmasi amaglandi
172).

Calisma grubumuza 20-39 yas arasi saglikli 24 erkek birey dahil edildi. Goniilli
katilimcilarimiz hastane ¢alisanlarindan olusturuldu. Tim katihmcilarin saghk durumlan
EFLM BV Calisma Grubu’nun belirledigi kriterlere uygun olarak kontrol edildi (7). Calisma
ilerlerken goniilliilerin vazgegmesi veya dislama kriterleri ¢ergevesinde ¢alisma boyunca 3
Kisi calismadan cikarildi ve ¢alismamiz 21 erkekten olusan saglikli goniilli katilimcr ile

tamamlandi.

Goniilliillerimizi ¢aligmaya dahil edilmeden 6nce her bireye genel saglik durumu
ve yasam bi¢imini sorgulayan sorular (Ek 1 ve Ek 2) yoneltildi ve bireylere bilgilendirilmis

onam imzalatild.

Her katilimcidan genel saglik durumunu degerlendirmek igin kan alinarak ilk
vizitte tam kan sayimi, ALT, GGT, CK, CRP, glukoz, kreatinin, total kolesterol, trigliserit,
FSH, LH, total testosteron ve serum indeksi testleri caligildi. Test sonuglari uygun gikan
goniilliilerden ti¢ hafta daha kan 6rnekleri toplandi. Bu 6rneklerde ise ALT, GGT, CK, CRP,
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kreatinin, trigliserit, serum indeksi testleri calisildi. Dort hafta boyunca test sonuglar1 ve

saglik durumu iyi olan bireyler ¢calismaya dahil edildi.

3.1.1. Calisma Grubundaki Géniilliilerin Arastirmaya Dahil Olma Olgiitleri
a) Saglikli goniillii olmak
b) Bilgilendirilmis onam formunu kabul edip imzalamis olmak
¢) 20-40 yas aras1 erkek birey olmak
d) Kisinin kendisini psikolojik ve/veya fiziksel olarak iyi hissetmesi
e) Ilag kullanmamak
f) Sigara ve alkol kullanmamak.

g) Viicut kiitle indeksi (VKI) <30 kg/m?2 olmak.

3.1.2. Calisma Grubundaki Géniilliilerin Arastirmadan Dislama Olgiitleri
a) 20-40 yas aras1 olmayan bireyler
b) Kadin bireyler
¢) Kronik ilag kullanimi olanlar
d) Yakin zamanda ameliyat ya da travma gegirenler

e) Bilinen diyabet hastas1 olmak ve regeteli diyabet ilaci kullanmak veya aglik

serum glukozu> 126 mg/dL

f) Kronik karaciger veya bobrek hastaligi oykiisii (y-glutamil transferaz [yGT]>
150 U/L; tahmini glomeriiler filtrasyon hizi [eGFR] <60 mL/dakika/1.73 m?, CKD-EPI

formiilii kullanilarak)
g) Dislipidemi (total kolesterol> 251 mg/dL)
h) Talasemi sendromu ve diger hemoglobinopati aile oykiisii

1) Ciddi bir kronik hastalig: (kanser, kardiyovaskiiler veya norolojik) veya akut

hastaligi CRP yiiksekligi) olmak

J) Hepatit B viriisit (HBV), Hepatit C viriisii (HCV) veya HIV tasiyicihigi 6ykiisii
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k) Son 4 hafta i¢inde hastanede yatmis veya ciddi sekilde hasta olmus olma

durumu
I) Son 3 ay iginde kan bagis1 yapmis olma durumu

m)Arastirmanin risk olusturabilecegi veya sonuglarini etkileyebilecegi baska

onemli hastalik veya rahatsizlik.

3.1.3. Cahisma Grubundaki Géniillillerin Arastirmadan Cikarilma Olciitleri:
1. Katilimcilar, istedikleri zaman ¢alismadan ayrilma hakkina sahiptir.

2. Arastirmaci, asagidaki durumlarda katihmcinin  ¢alismaya  katilimin

sonlandirabilir.
3. Herhangi bir klinik olumsuz olay meydana geldiginde
4. Laboratuvar sonuglarinda anormallik ortaya ¢iktiginda

5. Baska bir tibbi durum veya saglikla ilgili sorun gerceklestiginde ve calismaya

devam etmenin katilimcinin yararina olmayacag diistiniildiigiinde

6. Goniilliiniin ¢alismaya katilhimini engelleyecek yeni gelismis veya sonradan

fark edilmis dislama olgiitlerini karsilamas: durumunda

3.2. Orneklerin Toplanmasi

Katilimcilardan birer hafta arayla toplamda 4 kez ven6z kan 6rnegi alind.
Ornekler, preanalitik varyasyonu minimuma indirmek icin ayn: flebotomist tarafindan sabah
08.00-10.00 arasinda 10-12 saatlik aclik saglanarak ve katilimcilarin 30 dk istirahati
sonrasinda alindi. Kan 6rnekleri antekiibital bolgeden alindi ve turnike siiresinin 60 saniyeyi

gecmemesine dikkat edildi.

Ilk hafta kan 6rnekleri EDTA’l ve pihtr aktivatdrii igeren sarn kapakl jelli tiipe,
diger haftalardaki kan 6rnekleri sadece pihti aktivatorii igeren sart kapakli jelli tiipe alindi (BD
vacutainer; SST™II Advance; LOT:5007687) (VacuSEL; KsEDTA; LOT: 1784).

Katilimcilara bir giin oncesinden kan verecekleri ve en az 10 saatlik agligi
saglamalar1 gerektigi hatirlatildi. Her hafta 6rneklerin alimindan 6nce aglik siiresi, son bir
haftalik siiregte hastalik gecirip geg¢irmedigi, agir egzersiz yapip yapmadigi, diyet degisikligi,

sigara/alkol kullanma durumu, ilag¢/takviye edici gida alimini sorgulayan form dolduruldu.
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3.3. Orneklerin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Ornekler piht1 aktivatorlii jelli tiiplere alindiktan sonra 3-5 kez yavasca alt iist edildi ve 30 dk
bekletildi. Pihtilasma gergeklestikten sonra 1500xg’de 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen
serumun bir kismi ile rutin biyokimya ve hormon testleri ¢alisildi. AMH analizi igin yeterli

miktarda serum ependorfa ayrild: ve calisma zamanina kadar -80 °C’ de muhafaza edildi.

3.4. Orneklerin Analizi

Tiim analizler Yozgat Bozok Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi

Tibbi Biyokimya Laboratuvari’nda otoanalizorlerde gergeklestirildi.

Hemogram ornekleri ilk vizitte ven6z kan 6rnegi alinirken EDTA’ I tiipe alind1 ve

en geg 1 saat icerisinde SYSMEX XN-1000 analizoriinde ¢alisildi.

Biyokimya (ALT, GGT, CK, CRP, glukoz, kreatinin, total kolesterol, trigliserit)
ve hormon testleri (FSH, LH, total testosteron) venoz kan ornekleri alindiktan sonra ayni giin

icinde Roche Cobas 6000 (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany) otoanalizériinde galisildi.

AMH analizi aym giin ve tek ¢alisma seklinde planlandi. 21 erkekten 4 hafta
boyunca alinan dondurulmus toplam 84 6rnegin 6nce oda sicakliginda ¢6ziinmesi beklendi,

¢oziinen ornekler vortekslenerek analiz 6ncesi hazirligi yapildi.

Roche Cobas 6000 e601 immiinoassay analizorii, kalibrasyon ve kontrol verilerek
analize hazirlandi. Analitik varyasyonu minimize etmek ic¢in aym kullaniciyla tek cihazda
aym giin, ayn reaktif ve sarf malzeme, ayni kalibrator ayni i¢ kalite kontrol kullanildi. Analiz
icin 6n hazirlik yapilan her bir 6rnegin analizi 1 saat igerisinde gergeklestirildi. Her numune

icin ¢ift analiz yapildi.
3.5. Cahsilan Testlerin Ol¢iim Prensipleri
3.5.1. Tam Kan Sayim

Tam kan sayimi parametreleri Sysmex XN 1000 analizoriinde olgiildii.

Eritrosit (RBC) sayimi, ortalama eritrosit hacmi (MCV) 6l¢timii ve platelet (PLT)

sayimi impedans yontemiyle yapildh,

Lokosit (WBC) sayimi optik lazer sagihim yontemiyle yapildi.
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Hemoglobin (Hb) konsantrasyonu o6l¢iimii, Sodyum-lauril-siilfat yontemi

kullanilarak ve fotometrik metod ile yapildi.

Hematokrit ise HCT = MCV (fL) x Eritrosit sayis1 (Milyon/uL) / 10 formiilii

hesapland:.

352 ALT

ALT, L-alanin ile 2-oksoglutarat arasindaki reaksiyonu katalize eder. Bu
reaksiyon sonucu olusan piriivat, NADH tarafindan laktat dehidrojenazin (LDH) katalize
etmesiyle indirgenir ve {iriin olarak L-laktat ve NAD* olusur. ALT nin katalitik aktivitesi
NADH yiikseltgenmesinin hizi ile dogru orantilidir ve spektrofotometrik yontemle

700/340nm’de absorbanstaki azalmanin 6l¢iilmesiyle ALT aktivitesi belirlenir.

3.5.3. GGT (y-glutamiltransferaz)

GGT, kolorimetrik enzim testi metoduyla ¢alisilir. GGT, L-y-glutamil-3-karboksi-
4-nitroanilidiny-glutamil grubunu glisilglisine transfer ederek ve 5-amino-2-nitrobenzoat
aciga cikartir. Numunedeki GGT aktivitesi serbest kalan 5-amino-2-nitrobenzoat miktar: ile
orantihdir. Spektrofotometrik olarak 700/415nm’deki absorbans artisi Olgiilerek GGT
aktivitesi belirlenir.

3.5.4. CK (Kreatin Kinaz)

CK testi, enzimatik bir yontemdir ve UV prensibiyle calisir. CK enzimi, Kreatin
Fosfat ve ADP’nin Kreatin ve ATP’ye doniismesini katalize eder. ATP’den ise gergeklesen
ara reaksiyonlarla NADPH fdretilir. NADPH olusumu spektrofotometrik olarak
546/340 nm’de oOlgiilerek CK aktivitesi belirlenir.

3.5.5. CRP (C- Reaktif Protein)

CRP, Partikiil yiizeyi genisletilmis immiinotiirbidimetrik test metodu ile ¢aligilir.
Insan kaynakli CRP, monoklonal anti-CRP antikorlar1 ile kapl lateks partikiilleri ile
agliitinasyon gosterir ve agregat olusturur. Olusan agregatlar 800/570nm’de tiirbidimetrik
olarak belirlenir.

3.5.6. Kreatinin

Kreatinin test prensibi kinetik kolorimetrik test Jaffe yontemine dayanir. Alkalin

soliisyonunda kreatinin pikrat ile sari-turuncu renkte bir kompleks olusturur. Boya
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olusumunun oram ornek igindeki kreatinin konsantrasyonu ile orantilidir. Olusan renk

spektrofotometrik olarak 570/505nm’de 6lgiilerek kreatinin konsantrasyonu belirlenir.
3.5.7. Total Kolesterol

Total Kolesterol testi enzimatik ve kolorimetrik yontem prensibiyle calisir.
Kolesterol esterleri kolesterol esterazin etkisiyle boliiniir ve serbest kolesterol ile yag asitleri
ortaya ¢ikar. Kolesterol oksidaz daha sonra kolesteroliin kolest-4-en-3-on ve hidrojen
perokside (H202) yiikseltgenmesinde katalizor olarak islev goriir. Peroksidaz bulunan
ortamda, olusan hidrojen peroksit fenol ve 4-aminofenazonun oksidatif baglanmasini
etkileyerek kirmizi bir kuinon-imin boya olusturur. Olusan boyanin renk yogunlugu kolesterol
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 700/505nm’de absorbanstaki artis olgtilerek  total

kolesterol konsantrasyonu belirlenir.
3.5.8. Glukoz
Glukoz, Hekzokinaz ile birlikte enzimatik referans yontemi prensibiyle ¢alisilir.

Hekzokinaz glikozun glikoz-6-fosfata ATP ile fosforilasyonunu katalize eder.
Glikoz-6-fosfat NADP bulunan ortamda Glikoz-6-fosfat dehidrojenaz ile yiikseltgenir,
reaksiyon sonucunda glukonat-6-fosfat ve NADPH olusur ve baska karbonhidrat
yiikseltgenmez. Glikoz konsantrasyonu, NADPH’nin olusum orani ile dogru orantilidir.
NADPH’deki artis 700/340nm’de spektrofotometrik olarak olgiilerek glukoz konsantrasyonu

belirlenir.

3.5.9. Trigliserit

Trigliserit testi kolorimetrik enzim metoduyla ¢alisilir. Trigliseritler lipoprotein
lipaz enzimi ile gliserol ve yag asitlerine ayrilir. Ardindan gliserolden gliserokinaz enziminin
katalizorliigiinde gliserol-3-fosfat olusur. Bu iirtin, gliserol fosfat oksidaz enzimi tarafindan
dihidroksiasetonfosfat ve hidrojen peroksite (H202) doniistiiriilir. Peroksidaz enzimi
katalizorliigiinde hidrojen peroksit, 4-aminofenazon ve 4-klorofenol ile etkilesir ve
karakteristik kirmizi renkli bir boya (4-(p-benzokuinon-monoimino)-fenazon) meydana
getirir. Bu boyanin olusturdugu renk yogunlugu, numunedeki trigliserit konsantrasyonuyla
dogru orantihdir ve spektrofotometrik yontemle 700/505nm’ de olgiilerek trigliserit

konsantrasyonu belirlenir.
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3.5.10. FSH

Elektrokemiliiminesans immiino assay (ECLIA) metodu sandvig prensibi
kullanilarak 6l¢iim yapilir. Biyotinli antikor, rutenyum isaretli antikor ve serum FSH arasinda
kompleks olusur ve bu kompleks mikropartikiillere baglanarak kati faza sabitlenir. Elektroda
voltaj uygulandiktan sonra olusan kemiliiminesans 151k emisyonu dlgiilerek FSH

konsantrasyonu tayin edilir.

3.5.11. LH

Elektrokemiliiminesans immiino assay (ECLIA) metodu sandvig prensibi
kullanilarak 6l¢iim yapilir. LH ve biyotinlenmis rutenyum isaretli iki monoklonal antikor
sandvig olusturur. Olusan antikor ve LH kompleksi, streptavidin kapli mikropartikiillerle kati
faza baglanir. Elektroda voltaj uygulandiktan sonra yayilan kemiliiminesans 11k emisyonu

oOlgtilerek LH konsantrasyonu belirlenir.

3.5.12. Total Testosteron

Elektrokemiliiminesans immiino assay (ECLIA) metodu yarisma prensibi
kullanilarak galisilir. Biyotinlenen antikora baglanmak i¢in serum testosteronu ile rutenyum
isaretli testosteron tiirevi yarisir ve kemiluminesans emisyonu 6lgiilerek testosteron diizeyi

belirlenir.

3.5.13. AMH

AMH diizeyi ol¢imii ECLIA teknigi kullanilarak, sandvig¢ prensibiyle

Olcililmiistiir. Toplam test stiresi 18 dakikadir.

Birinci inkiibasyon: 50 pL 6rnek, AMH’ye 6zgii biyotinize monoklonal antikor ve
rutenyum kompleksiyle isaretlenmis AMH’ye 6zgii monoklonal antikor reaksiyon vererek

sandvi¢c kompleksi olusur.

Ikinci inkiibasyon: Streptavidin kapli mikropartikiiller eklenir. Sonrasinda biyotin

ve streptavidin etkilesimi aracihigiyla kompleks kat1 faza baglanur.

Reaksiyon karisimi mikropartikiillerin elektrodun yiizeyine manyetik olarak
yakalandiklari 6l¢iim hiicresi i¢ine aspire edilir. Daha sonra baglanmayan maddeler Procell M

soliisyonuyla yikanarak uzaklastirilir (Procell M: 2 x 2 L sistem tamponu fosfat tamponu 300
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mmol/L, tripropilamin 180 mmol/L; deterjan < %0,1; koruyucu, pH 6.8). Elektrot iizerine

voltaj uygulanmasiyla kemiliiminesans emisyonu indiiklenir bu da fotogogaltici ile dlgiiliir.

Sonuglar iki noktali kalibrasyonla cihaza 6zgii olusturulan bir kalibrasyon egrisi

ve reaktif kodu veya e barkod araciligiyla saglanan ana egri ile belirlenir.
Reaktif icerigi

M: Streptavidin kapli mikropartikiiller (saydam kapakli), 1 sise, 6.5 mL:
Streptavidin kaplh mikropartikiiller 0.72 mg/mL; koruyucu madde.

R1: Anti-AMH-Ab~biotin, 1 sise, 8 mL: Biotinlenmis monoklonal anti-AMH
antikoru (fare) 1.0 mg/L; fosfat tamponu 50 mmol/L, pH 7.5; koruyucu madde.

R2:  Anti-AMH-Ab~Ru(bpy)s?*: Rutenyum kompleksi ile isaretlenmis
monoklonal anti-AMH antikoru (fare) 1.0 mg/L; fosfat tamponu 50 mmol/L, pH 7.5;

koruyucu madde.
Reaktif lot numarasi: 822778
Kalibrator lot numarasi: 781911
Kalibratér REF:09013326190
I¢ kalite kontrol lot numaralart: Level 1 - 779628; Level 2 — 779632.
Testin saptama sinirt: 0.01 ng/mL, alt 6lgtim s1nirt: 0.030 ng/mL

Saglikl yetiskin erkeklerde AMH’nin referans araligi: 0.77-14.5 ng/mL

3.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin Microsoft Office 365 Excel 2019 ve ¢evrimigi biyolojik
varyasyon hesaplama araci olan BioVar (https://turcosa.shinyapps.io/biovar/) programi
kullanildh.

Laboratuvar analizi sonrast veriler ile Microsoft Excel kullanilarak tablo
olusturuldu. Sonrasinda TextEdit ile uygun formata diiniistiiriilerek BioVar ¢evrimici aracr ile

istatistiksel analiz yapildi.

BioVar biyolojik varyasyon verilerinin giincel kilavuzlara dayanarak istatistiksel

analizini gergeklestiren ¢evrimigi bir aragtir (173).

56



BV verilerinin analizi 10 adimda gerceklestirildi. Ilk 6 asamada BioVar ¢evrimigi

aracindan yararlanildi (173).
1. Aykir1 degerlerin tespiti
2. Normalite kosulunun kontrolii
3. Kararli durum kosulunun kontrolii
4. Homojenite kosulunun kontrolii
5. Yas gruplar1 i¢in alt kiime analizinin gergeklestirilmesi
6. Varyans analizinin gergeklestirilmesi
7. Analitik performans spesifikasyonlarinin belirlenmesi

8. Referans degisim degerlerinin hesaplanmasi: Simetrik RCV hesaplamasi
BioVar ile (173), asimetik RCV hesaplamas: ise EFLM Biyolojik Varyasyon veri tabaninda

bulunan hesaplama araci ile yapild:.
9. Il hesaplanmasi
10. NHSP hesaplanmasi

7., 9. ve 10. adimlar Microsoft Excel programi ile hesaplandi.

3.6.1. Aykir Degerlerin Tespiti
Aykiri (ug) deger tespiti 3 adimda gergeklesir.

1. Adim: Tekrarl 6lgtimler arasindaki aykir: degerleri analiz etmek ig¢in Cochran

testi kullanilds.

2. Adim: Tim gruba kiyasla bir bireyin verilerinin dagilimini incelemek ve aykir

bireyleri tespit etmek i¢in Cochran testi kullanild:.

3. Adim: Tim gruba kiyasla herhangi bir bireyin ortalama degerinin biiyiik ya da

kiiciikliigiinii belirlemek igin Reed kriteri kullanildi.

Aykir1 degerler belirlenip ve ¢ikarildiktan sonra geride kalan bireylerin verileriyle

istatistiksel analize devam edildi.
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3.6.2. Normal Dagilimin Degerlendirilmesi

Ug degerler tespit edilip ¢ikarildiktan sonra ilk olarak Shapiro-Wilk testi ile tim
Olgtimlerden elde edilen verilerin dagilim: ve tiim bireylerin ortalama degerlerinin dagilimi
olmak tiizere iki asamada normal dagilima uyup uymadig1 analiz edildi. Verilerin normal

dagilima uygunlugu igin p>0.05 kabul edildi (46).

3.6.3. Kararh Durum Kosulunun Degerlendirilmesi

Kararli durum sarti RCV ve CV/min dogru tahmini igin gereklidir. Analit
konsantrasyonlarinda zamana gore egilimlerin olmamasi olarak tanmimlanir ve bu durumun
dikkatlice dogrulanmas:1 gerekir (45,65). Bu dogrultuda grup ortalama degerleri dogrusal
regresyon analizi ile degerlendirildi. Regresyon egrisi %95 giiven araliginda sifir1 igeriyorsa

kararli durumun varhg: kabul edildi (173).

3.6.4. Homojenite Kosulunun Kontrolii

Tahminlerin tiim popiilasyon igin genellestirilebilmesi i¢in varyans homojenitesi
gereklidir (45). Arastirmamizin analitik varyans (CVa) homojenitesi ve birey i¢i varyans

(CV1) homojenitesi Cochran testi ile degerlendirildi (46).

3.6.5. Yasicin Alt Grup Analizinin Gergeklestirilmesi

Alt gruplar arasinda CV, ve CVg’deki anlamli farklar verilerin yas gruplarina gore
ayr ayri raporlanip raporlanamayacagin: belirlemek amaciyla kontrol edilir. CV, ve CVg’nin
%95 giiven araliklari alt gruplar arasinda ortiisiiyorsa gruplar arasinda anlamli bir fark
olmadig1 degerlendirilir. Anlamh fark yoksa tiim grubun sonuglar1 hem CV, hem CVg i¢in
rapor edilir. (174).

Calismamizda sadece erkek cinsiyette AMH analizi yapilmistir ve katilimcilarimiz

yas araligina gore 2 alt gruba ayrilarak karsilagtirilmistir.

3.6.6. Varyans Analizinin Gergeklestirilmesi

Istatistiksel analizde oncelikle aykir1 degerlerin belirlenip ¢ikarilmasindan sonra
normalite, kararli durum kosulu, homojenite varsayimi ve yasa gore alt gruplarin 6lgiim

sonuglarinin ortalamalar: arasindaki farklar degerlendirildi.

Daha sonrasinda tiim grup i¢in CV, tahminleri CV-ANOVA metoduyla, CVg
tahminleri ise standart ANOVA metoduyla elde edildi (65). Analitik varyasyon tahmini
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tekrarl 6l¢tim sonuglari kullanilarak CV-ANOVA yontemiyle elde edildi. BV tahminlerinin
giiven araliklari Burdick ve Graybill tarafindan onerilen formiiller kullanilarak hesaplandi
(175).
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4. BULGULAR

4.1. Katithmcilarin Demografik Bilgileri

Calismaya 21 erkek goniillii birey katilmistir. Katilimcilar yaslarina gore iki alt gruba ayrilmis
olup, her bir grubun yas ortalamalar: ve yas araliklar: Tablo V’te sunulmustur.

Tablo V: Calismaya dahil edilen goniilliilerin yas ortalamalan, yas arahklarn ve standart sapmalarn

Birey Sayisi Yas Arahgi Yas SD

Ortalamasi
1. Grup 9 31-38 35.8 2.1
2. Grup 12 22-28 23.8 2.1
Tim Grup 21 22-38 28.9 6.4

SD: standart sapma

4.2. Katthmcilanin Tam Kan Sayim, Biyokimya, Hormon Parametrelerinin Analizi ve

Viicut Kiitle indekslerinin Degerlendirilmesi

Her bireyin saglik durumunu kontrol etmek igin ilk vizitte tam kan sayimi,
kreatinin, CRP, ALT, GGT, total kolesterol, trigliserit, glukoz, CK ve hormon testlerinden LH,
FSH, total testosteron calisildi. Diger vizitlerde kreatinin, CRP, ALT, GGT, CK ve trigliserit

caligilarak bireyin haftalik saglik durumu ve agligi kontrol edildi.

Ayrica her vizitte alinan venéz kanlardan serum indeksi calisilarak analit igin

interferans olusturabilecek lipemi, hemoliz ve ikter kontrolii yapildi.

Bireylerin VKI’leri ve vizitlerde calistigimiz parametrelerden elde edilen sonuglar

medyan (minimum ve maksimum) olarak tablo halinde Ek 3 ve Ek 4’te sunulmustur.

Bireylerden elde edilen vizit olgiimlerinde tiim parametreler referans arahk

icerisindeydi ve tiim katihimcilarin VKI’leri 30 kg/m?’den diisiiktii.

4.3. Aykin (Ug) Degerlerin Istatistiksel Yontemlerle Belirlenerek Dislanmasi

Katilimcilardan 4 hafta boyunca haftanin ayni giiniinde ve ayni saat araliginda
vendz kan ornekleri alindi. Toplam 21 katilimcidan 4 hafta boyunca 84 6rnek toplandi. Her
bir 6rnek ¢ift ¢aligilarak 168 6lgiim sonucu elde edildi. Aykiri degerlerin belirlenmesi igin

uygulanan adimlarda Cochran testine gore 1. ve 2. adimlarda gruplarda aykir1 deger tespit
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edilmedi. 3. Adimda uygulanan Reed kriterine gore ise grup 1°deki 1 bireyin ortalama degeri
grupla karsilagtirildiginda ¢ok tistte kaldig: i¢in aykir1 olarak belirlendi ve toplamda 8 6lgiim
sonucu istatistiksel analizden hari¢ tutuldu. Aykiri degerlerin ¢ikarilmasindan sonra
istatistiksel analize 20 bireyden elde edilen 160 AMH testi 6l¢iim sonucuyla devam edildi.
Grup 1 i¢in aykir deger yiizdesi %11.11, tiim gruptaki aykir1 deger yiizdesi ise % 4.76 olarak
belirlendi.

AMH’ye ait istatistiksel olarak diglanan aykiri degerler Tablo VI’da gosterilmistir.

Tablo VI: Erkeklerde AMH’nin biyolojik varyasyon bilesenlerini tahmin edebilmek icin istatistiksel
olarak diglanan aykiri degerler ve kullanilan birey /sonug sayilarn

Asamalara gore aykin degerlerin belirlenmesi Biyolojik
varyasyon
verilerini
tahmin etmek
icin kullamilan
Cochran testi Reed kriteri sonuclarin gzlg(;rrl
Analit | Grup say1s1 oram
[0)
Adim 1: Adim 2: Adim 3: (%)
;’Ztrr?ggii Her bir bireyin | Her bir bireyin | Sonu¢ | Birey
ko:1 trol | varyansiin tiim | ortalamasimn | sayis1 | sayisi
gruba gore diger bireylerle
karsilastiriimasi | karsilastiriimasi
Grup 0 0 1 birey 64 8 11.11
1
AMH Gr2up 0 0 0 96 12 0
Tiim 0 0 1 birey 160 20 4.76
Grup

Ug deger olarak belirlenen birey istatistiksel analizden ¢ikarildiktan sonra yas
ortalamalar: ve yas araliklar1 Tablo VII’de gosterilmektedir.
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Tablo VII: Ug deger olarak belirlenen birey analizden ¢ikanildiktan sonra katihmcilarin yas ortalamalari,

yas araliklar ve standart sapmalan

Birey Sayisi Yas Arahgi Yas SD

Ortalamasi
1. Grup 8 31-38 35.8 2.3
2. Grup 12 22-28 23.8 2.1
Tim Grup 20 22-38 28.6 6.4

4.4. Verilerin Normal Dagihm Varsayimi, Kararhh Durum Sarti ve Homojenite Kontrolii

BV verilerini elde etmek i¢in yapilan istatistiksel analizler, EFLM BV Calisma
Grubu’nun sundugu STARBIV Zihin Haritas: rehberliginde gerceklestirildi (42).

Aykir1 degerlerin diglanmasinin ardindan Shapiro-Wilk testi ile normalite

varsayimi test edildi ve verilerin normal dagilima uydugu goriildi.

Bireylerin kararli durumunu dogrulamak igin ¢alisma siiresi boyunca ortalama
grup degerinin dogrusal regresyon analizi yapildi ve regresyon ¢izgisinin egimi %95 giiven
araliginda ‘sifir’1 kapsadig i¢in, katilimcilarin kararl durumda oldugu kabul edildi.

Analitik ve birey i¢i varyanslarinin homojenite varsayimini saglandigi Cochran

testi ile dogruland:.

Sonug olarak aykiri degerlerin dislanmas: sonrasinda istatistiksel analize dahil
edilen verilerin normal dagilim, kararli durum ve varyans homojenligi varsayimlarin

sagladig: belirlendi.
4.5. AMH Olc¢iim Sonuclar ile Biyolojik Varyasyon Verilerinin Tahmini

45.1. Analitik (CVa), Birey I¢i (CV)), Bireyler Arasi Varyasyon (CVg) ve Bireysellik
Indeksi (11) Hesaplamalar

Varyans analizi icin CV-ANOVA ve standart yontem olarak Nested ANOVA

kullanildu.

CV-ANOVA metodu her bireyin verilerini kendi ortalama degerine bdlerek
standartlastirilmas: ile CV doniistimiine dayanir, ardindan bu sonuglar {izerinde ANOVA

yapilir, bu da analitik ve birey i¢i varyasyon tahminlerini CV degerleri bigiminde
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saglamaktadir ve bu nedenle CV-ANOVA’nin CV/y1 daha saglam tahmin ettigi kabul
gormiistiir (45,65).

Erkeklerde AMH olgiimlerinin istatistiksel analizinden elde edilen CV, ve CVg
icin alt gruplarin %95 giiven araliklarinin birbirini kapsamasi nedeniyle yas gruplar: arasinda
anlamh fark goriilmedi. Student t-testi ile alt gruplarin 6l¢iim sonuglarinin ortalamalar

arasindaki fark degerlendirildi ve anlamli bir fark bulunmadi (p> 0.05).

AMH’ye ait Nested ANOVA yontemi ile elde edilen ortalama deger, CVa, CV, ve
CVg giiven araliklar: ile birlikte Tablo VIII’de, CV-ANOVA’ya gore hesaplanan ortalama

deger, CVa ve CV, giiven araliklari ile birlikte Tablo 1X’da sunulmustur.

Bireysellik indeksleri hesaplanirken tiim gruplarda CVa degeri CV, degerinden
diisiik oldugu i¢in CV/CVg formiilii kullanilmistir (53). 11 degerleri hesaplanirken CV, degeri
CV-ANOVA’dan CV¢ degeri Nested ANOVA’dan alinmistir (Tablo IX).

Tablo VIII: Erkeklerde yasa gore alt gruplar ve tiim grup icin Nested ANOVA’ya gire hesaplanan

AMH’nin ortalama, CVa, CV), CVg ve Il degerleri

Analit | Grup | Denek | Dahil Mean | CVa (%) | CV, (%) | CVc (%)
(Birim) Sayis1 | Edilen (%95 (%95 (%95 (%95
Sonuc¢ Giiven Giiven Giiven Giiven
Sayis1 | Arahgi) | Arahg) | Arahg) Arahg)
1. 8 64 7.56 1.56 2.86 33.67
(7.34- (1.25- (2.10- (22.23-
7.78) 2.06) 4.17) 68.58)
AMH 2. 12 96 6.89 1,23 4.08 36.58
(6.77- (1.03- (3.28- (25.87-
(ng/mL) 7.04) 1.54) 5.35) 62.18)
Tiim 20 160 7.16 1.39 3.59 34.72
grup (7.07- (1.20- (3.00- (26.38-
7.24) 1.64) 4.42) 50.75)

CVa: Analitik varyasyon, CV: Birey i¢i biyolojik varyasyon, CVg: Bireyler aras: biyolojik varyasyon
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Tablo IX: Erkeklerde yasa gore alt gruplar ve tiim grup icin CV-ANOVA’ya gore hesaplanan AMH’nin
ortalama, CVa, CV, ve Il degerleri

Analit | Grup | Denek | Dahil CVa (%) CV) (%) =
(Birim) Sayis: ';d"e” (%95 (%95
S"““‘? Giiven Giiven
ayist Arahg) Arahg)
1 8 64 1.27 2.56 0.08
(1.02-1.68) | (1.90-3.66)
AMH | 2. 12 96 111 4.00 0.11
(ng/mL) (0.93-1.39) | (3.22-5.24)
Tiim | 20 160 1.18 3.50 0.10
Grup (1.02-1.40) | (2.93-4.30)

*11=CV//ICV: (CV degeri CV-ANOVA’dan, CVe degeri Nested ANOVA’danalinarak hesaplama
yapilmistir.)

CVa: Analitik varyasyon, CVi: Birey i¢i biyolojik varyasyon, II: Bireysellik indeksi

45.2. Erkeklerde AMH’nin Bireylerdeki Dagilim ve Ortalama Deger Grafikleri

AMH ig¢in bireylerdeki dagilim ve ortalama deger grafigi Sekil 20°de gosterilmektedir.
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Sekil 20: Aykinn degerler c¢ikarildiktan sonra AMH konsantrasyonlarimin (ng/mL) 4 haftahk takip
siirecinde bireylerdeki dagilim ve ortalama degerleri

4.6. Erkeklerde AMH i¢in Referans Degisim Degeri (RCV) Hesaplanmasi

Erkeklerde AMH o6l¢iimii i¢in biyolojik varyasyon verileri ile Z puant 1.96
alinarak elde edilen simetrik ve asimetrik Referans Degisim Degerleri (RCV) Tablo X’da
gosterilmistir. RCV hesaplamas: CV, ve CVa, CV-ANOVA’dan elde edilen tahminlere goére
yapilmstir.

Tablo X: Erkeklerde AMH i¢in belirlenen referans degisim degerleri

Gruplar RCV% INRCV% INRCV % Medyan
Medyan (azalan) (artan)
1. 7.92 -1.7 8.4
2. 11.52 -10.9 12.2
Tiim Grup 10.23 9.7 10.8
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RCV: Reference degisim degeri, RCV%: Simetrik RCV, INnRCV%: Asimetrik RVC, Z puani 1,96
alinmigtir.

4.7. Homeostatik Ayar Noktasina Ulasmak i¢in Gereken Numune Sayisimin

Hesaplanmasi

BV verilerinden hesaplanan %95 giiven araligi igerisinde %5, %10 ve %20
olasiliklarda bireyin homeostatik ayar noktasina ulasmak icin gerekli ornek sayilarinin
tahmini (NHSP) Tablo XI°de verilmistir.

Tablo XI: Erkeklerde AMH ol¢iimii icin NHSP degerleri

Numune Sayisi Numune Sayisi Numune Sayisi
Analit Grup %5 %10 %20
1. Grup 2 1 1
AMH 2. Grup 3 1 1
Tim Grup 2 1 1

4.8. AMH ic¢in Belirlenen Analitik Performans Spesifikasyonlari

AMH o&lciimiinden elde edilen BV verileri ile hesaplanan Impresizyon, Bias ve
izin verilebilir toplam hata (TEa) i¢in minimum, arzu edilen ve optimum analitik performans
hedefleri sirasiyla Tablo XII, Tablo XIII ve Tablo XIV’te sunulmustur. APS hedefleri, CV-
ANOVA'’dan elde edilen CV, ve standart ANOVA’dan elde edilen CVg verileri kullanilarak

hesaplanmistir.

Tablo XI1: AMH i¢in impresizyon hedefleri

Impresizyon Tiim grup
Minimum CVa <0,75 CV, 2.62

Arzu Edilen CVa<0,50 CV, 1.75
Optimum CVa <0,25 CV, 0.87

CVa: Analitik varyasyon (impresizyon), CV:: birey i¢i varyasyon
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Tablo XI11: AMH i¢in Bias hedefleri

Bias Tim grup
Minimum BA <0.375 CVg 13.09
Arzu Edilen BA <0.250 CVg 8.72
Optimum BA <0.125 CVg 4.36
BA: Bias, CVs: (CV/*+CVs?)?
Tablo XIV: AMH icin izin Verilebilir Toplam Hata hedefleri
TEa Tim grup
Minimum TEa <0.375 CVe+ 1,65% (0,75 CV)) 17.41
Arzu Edilen TEa <0.250 CV3g + 1,65% (0,50 CV)) 11.61
Optimum TEa <0.125 CVg + 1,65% (0,25 CV)) 5.80

TEa: izin verilebilir toplam hata, CVg: (CV/2+CVs?)2
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5. TARTISMA

Laboratuvar sonuglarinin klinik kararlara olan etkisi goz ardi edilemeyecek kadar
onemlidir. Dogru ve giivenilir test sonucunun hasta izleminde dogru karar verebilmek igin iyi
bir yol gosterici gorevi bulunmaktadir. Bu sebeplerle total test siirecinde sonuca etki
edebilecek tiim varyasyon kaynaklari miimkiin oldugunca kontrol altinda olmalidir. Test
sonucuna etki eden varyasyon kaynaklar: preanalitik, analitik ve biyolojik varyasyonlar olarak
ele alinir (33,176).

Preanalitik varyasyon kaynaklarint olusturan ornek alma, toplama, tasima,
santrifiij, alikotlama islemleri, depolama gibi numune isleyisi ve bireyin kan almadan 6nceki
beslenme, aglik, dinlenim durumu gibi kontrol edilebilir faktorlerin test sonucuna etkisi
standardizasyon caligmalar1 ve siki denetim ile ihmal edilebilecek diizeye indirilmelidir
(4,7,41,46). Bu sayede test sonucuna etki eden varyasyon kaynaklar: analitik ve biyolojik

varyasyonlar olarak incelenebilir.

Analitik varyasyonlar 6l¢iim tekniginden, kalibratorlerden, reaktif/kalibrator/diger
malzemelerin lot farkl