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OZET

Klinik laboratuvarlarda iiretilen sonuglarin dogrulugu, hastaliklarin tespiti,
smiflandirilmasi, tedavisi ve takibi i¢in onem arz etmektedir. Klinisyenler tibbi
kararlarinin yaklasik %70’ini laboratuvar verilerine dayandirmaktadir. Mevcut test
sonuglarinin klinisyenlerce nesnel olarak degerlendirilebilmesi, analitik performans
hedeflerinin ortaya konulabilmesi, bireysellik indeksleri géz onlinde bulundurularak
topluma dayali referans araliklarmin bir test i¢in kullanilip kullanilamayacaginin

belirlenebilmesi ancak "biyolojik varyasyon" verileriyle miimkiindiir.

Calismamizda bobrek fonksiyonlarmi degerlendiren parametrelerin  en
onemlilerinden birisi olan Glomeriiler Filtrasyon Hizi hesabinda kullanilan kreatinin,
sistatin C ve Beta trace proteinin (BTP) biyolojik varyasyonlarini hesaplamay:

amacladik.

Calismaya 25 — 57 yas araliginda 14’1 erkek 8’1 kadin toplam 22 goniillii dahil
edildi. 10 hafta boyunca, haftanin ayn1 giin ve saatinde, ayni flebotomist tarafindan
vendz kan ornekleri alindi. Kreatinin, sistatin C ve BTP nin birey i¢i (CVi) ve bireyler
arast (CVg) biyolojik varyasyonlart ile bu verilerden tiiretilen referans degisim

degerleri (RCV) ve bireysellik indeksleri hesaplandi.

Calismamiz sonucunda kreatinin i¢in CVa, CVi ve CVg degerleri sirasiyla
5,56/3,31/14,50;  sistatin C i¢in 3,48/3,15/12,24 ve BTP icin 5,37/9,91/14,36
bulunmustur. kreatinin, sistatin C ve BTP icin RCV degerleri ise sirasiyla
17,94/13,01/31,24 olarak hesaplanirken bireysellik indeksleri de sirasiyla
0,23/0,26/0,69 olarak bulunmustur.

Calismamiz BTP igin literatiirde yapilan ilk ¢alisma olma niteligindedir. Elde
edilen veriler incelendiginde, kreatinin ve sistatin C’nin yiiksek bireysellik gosterdigi
ve hastalarin takibinde topluma dayali referans araliklarinin yerine RCV

kullanilmasiin daha yararli olacagimi diistinmekteyiz. BTP i¢in ise CVj ve CVg

xii



degerlerinin birbirine yakin bulunmasi molekiiliin énemli 6l¢iide dogal varyasyona

ugramadigi ve belirgin bireysel 6zellik tasimadigi seklinde yorumlanabilir.

Anahtar Kelimeler: Beta trace protein, Biyolojik varyasyon, Kreatinin, Sistatin C
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ABSTRACT

Accuracy of the results generated in clinic laboratories are important for the
diagnosis, classification and monitoring of the diseases. Clinicians base approximately
70% of their medical decisions on laboratory data. Objective evaluation of available
test results by clinicians, establishment of analytical performance goals, deciding
whether population based reference ranges can be used for a test considering the
individuality indices may only be possible with the application of “biological

variation” data.

In our study, we aimed to calculate biological variations of creatinine, cystatin C
and Beta trace protein (BTP) which are used for the estimation of Glomerular Filtration

Rate, one of the most important parameters reflecting kidney functions.

Twenty two participants aged between 25 and 57 were included in the study, 14
were male and 8 were female. Venous blood samples were obtained by the same
phlebotomist for the duration of 10 weeks, on the same day of the week and the same
hour of the day. Intra (CVi) and inter-individual (CVg) biological variation for
creatinine, cystatin C and BTP were calculated, reference change values (RCV) and

individuality indices were derived from these data.

CVa, CVi and CVg values we obtained were as follows, respectively:
5.56/3.31/14.50 for creatinine; 3.48/3.15/12.24 for cystatin C, 5.37/9.91/14.36 for
BTP. RCV wvalues for creatinine, cystatin C and BTP were calculated as
17.94/13.01/31.24 respectively, while individuality indiced were found to be
0.23/0.26/0.69 respectively.

This study provides the first comprehensive assessment of BTP. Examining the
data we obtained, due to the high individuality of creatinine and cystatin C, we suggest

application of the RCV instead of population based reference ranges for the follow-up

Xiv



of patients. As for BTP, close CViand CVg values can be interpreted as the molecule

not having substantial natural variation or significant individual characteristics.

Keywords: Beta trace protein, Biological variation, Creatinine, Cystatin C



1. GIRIS ve AMAC

Klinik laboratuvarlarda test sonuglar1 tarama, tani, arastirma ve hastalarin
monitorize edilmesi gibi amaclar icin kullanilmaktadir (1). Test sonuglarinin dogru
olarak yorumlanabilmesinde 6nemli fakttrlerden birisi de biyolojik varyasyondur.
Biyolojik varyasyon, analizlerde meydana gelebilecek total varyasyonunun bir
bilesenidir ve bireyin homeostatik ayar noktasinda izlenen rastgele dalgalanmalar
olarak  tamimlanmaktadir. Mevcut test sonuglarinin  nesnel  olarak
degerlendirilebilmesi, analitik performans hedeflerinin ortaya konulabilmesi,
bireysellik indeksleri (1) géz oniinde bulundurularak topluma dayali referans
araliklarinin bir test i¢in kullanilip kullanilamayacaginin belirlenebilmesi ancak

biyolojik varyasyon verileriyle mimkuindr.

Test sonuglarinin nesnel olarak degerlendirilebilmesi icin gerekli olan
Referans degisim degeri (RCV), bireyin biyogdstergesinde gercek bir degisiklik
olup olmadiginin sdylenebildigi noktadir. Seri Orneklerin analiziyle saptanan
degisikliklerin anlamli olup olmadigini belirten RCV, yalnizca biyolojik ve analitik
varyasyon g0z 6niinde bulundurularak hesaplanabilir.

Hasta ve saglikli bireylerde bobrek fonksiyonlarini en dogru olarak
glomeriiler filtrasyon hizinin (GFR) yansittigi distiniilmektedir (2). Klinik
uygulamalarda genellikle serum kreatinin (SKr) diizeyleri esas alinarak GFR degeri
hesaplanmaktadir. Bobrek hastaliklarinin teshis, evrelendirme ve izleminde bu
degerler kullanilmaktadir. Ancak SKr konsantrasyonu, kreatinin filtrasyonu
disindaki faktorlerden de etkilendiginden hesaplamanin dogrulugunda bazi
siirliliklar bulunmaktadir (3,4). Bu sinirliliklarin 6niine gegmek igin yas, cinsiyet

ve viicut biiylikliiglinii goz 6nilinde bulunduran ¢ok sayida formiil gelistirilmistir
(®).

GFR hesaplanmasinda kreatinin kullanimindaki siirliliklardan dolay:r yeni
parametre arayislarina gecilmistir. Bu arayislar neticesinde yeni bir parametre
olarak sistatin C onerilmistir. Sistatin C diisiik molekiil agirliklidir, sabit olusum

hizina sahiptir, glomertillerden serbestce filtre edilmektedir ve sekrete edilmeyip



bobreklerden hizla metabolize olmaktadir. Serum konsantrasyonlar1 inflamatuvar,
immunolojik ve neoplastik bozukluklardan etkilenmemektedir. Tim bunlara ek
olarak sistatin C’nin mortaliteyi kreatinine gore daha iyi 6ngordiigi gosterilmistir

(6).

GFR hesaplanmasinda kullanilan en giincel parametre olan Beta trace protein
(BTP), prostaglandin D2 sentaz olarak da bilinen ve 25.2 kilodalton (kD)
agirhiginda bir proteindir. Bobrek yetmezligi bulunan hastalarda BTP dizeylerinin
arttig1 gosterilmistir (7). Karaciger hastaligt olmayan bireylerde, BTP’nin
GFR’deki en kiiglik degisiklikleri bile saptayabilen, kreatinine gére daha duyarli bir
belirtec oldugu bildirilmistir (8). Bobrek nakil alicilarinda BTP’nin  GFR

hesaplanmasinda sistatin C ve kreatinine alternatif bir belirte¢ oldugu gosterilmistir
(9).

GFR hesaplamasinda kullanilan bu parametrelerin biyolojik varyasyonlariyla
ilgili literatiirde farkli veriler mevcuttur. Ilgili calismalarin Uluslararas1 Biyolojik
Varyasyon Caligma Kurulu tarafindan yaymlanan kilavuzdaki gereksinimleri
karsilamamasi ve giincel olmamasi sebebi ile sonuglari giivenilir degildir (10,11).
Ayrica literatiirde kreatinin, sistatin C ve BTP’nin biyolojik varyasyonlarinin

birlikte degerlendirildigi bir calisma da bulunmamaktadir.

Konuyla ilgili literatiirdeki eksikliklerden yola ¢ikarak calismamizda GFR
hesaplamasinda kullanilan kreatinin, sistatin C ve BTP’nin biyolojik

varyasyonlarinin ve RCV degerlerinin hesaplanmasi planlandi.



2. GENEL BIiLGIiLER

T1bbi Biyokimya, insan viicudunda ger¢eklesen kimyasal olaylar1 ve bunlarin
hastaliklarin patogenezindeki yerini arastiran, insana ait biyolojik drneklerin ¢esitli
laboratuvar yontemleri ile incelenerek saglik ve hastalik durumunun

degerlendirilmesini saglayan bir laboratuvar bilimidir.

Hastaneye bagvuran hastalarin  klinik durumunu degerlendirirken,
anamnezleri almip fizik muayeneleri yapildiktan sonra, Ongoriilen taniy1
desteklemek, ayiricti tanty1 yapmak ve uygulanan tedavinin etkinligini
degerlendirmek i¢in neredeyse hastalarin tamamindan laboratuvar testleri
istenmektedir. Buna ek olarak klinisyenlerin tibbi kararlarinin yaklagik %70’
laboratuvar verilerine dayanmaktadir (12). Tim bu sebeplerden dolayr saglik
hizmetlerinin yaritulmesinde laboratuvar tibbi biiyikk bir 6neme sahiptir ve
hastaligin tespiti, siniflandirilmasi, tedavisi ve takibi sirasinda dogru laboratuvar

sonuclar1 onem arz etmektedir.

Klinisyenin test istemi yapmaya karar vermesinden laboratuvar sonucunun
onaylanip klinik kararin verilmesine kadar gecen siire¢ laboratuvarin
sorumlulugundadir. Son yillarda bu siire¢ 5 ayr1 sinifta incelenmektedir. Klinik
tarafindan test isteminin yapilmasi pre preanalitik evre, numunenin laboratuvara
ulagsmasi ve analize hazir hale getirilmesine kadar gecen sure¢ preanalitik evre,
analiz asamas1 analitik evre, laboratuvar sonucunun kontrol edilip onaylanmasi
sireci postanalitik evre ve klinisyen tarafindan sonucun degerlendirilip klinik

kararin verilmesi siireci post postanalitik evre olarak adlandirilmaktadir (13,14).

Tibbi laboratuvarlarda hatalar bu siireglerinin  herhangi birisinde
olusabilmektedir. Laboratuvar tibbindaki gelismelerde ana hedef analitik siireg
Uzerine olsa da, laboratuvar disi birimlerin katilimini da gerektirdigi ve
standardizasyonu zor oldugu i¢in tiim hatalarin yaklasik %62’sinin preanalitik

evrede gerceklestigi bildirilmektedir (15, 16).



2.1. Toplam Test Sureci (TTS)

Toplam test siirecini etkileyen faktorler ve degiskenler TTS’ nin 3 alt gruba

boliinmesiyle incelenmektedir (Sekil 1):
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Sekil 1. Toplam test siireci

2.1.1 Pre preanalitik evre; klinisyen tarafindan uygun test isteminin

yapildig1 evredir.

2.1.2 Preanalitik evre; numunenin alinmasi, laboratuvara transferi ve cihaza
verilene kadar gecen siireci kapsar. Hastalara ait demografik 6zellikler, kan alinma
sirasinda viicut postiirli, numunenin alinma sekli, numune tiipii ve icerdigi
antikoagulan, numunenin laboratuvara ulagmasi siireci ve laboratuvar iginde

santrifiij, saklama kosulu gibi degiskenler preanalitik fazi olusturmaktadir (17).
2.1.3 Analitik evre; testin veya 6l¢iimiin yapildigi siireci kapsar.
2.1.4 Postanalitik evre; test sonucunun raporlandigi,

2.1.5 Post Postanalitik evre; istem yapan klinisyenin klinik karar igin test

sonucunu kullandigi siirectir (18).



2.2. Toplam Test Siirecini Etkileyen Faktorler ve Varyasyon Kaynaklari

Toplam test siirecini etkileyen varyasyon kaynaklari asagidaki sekilde
gosterilmistir (Sekil 2).

Test Sonucunu Etkileyen Varyasyon Kaynaklari

V2 N

Preanalitik Varyasyon Analitik Varyasyon Biyolojik Varyasyon

N\ RN

KRastgele Hata Sistematik Hata |, Birey ici Bireyler arasi

)

\ Toplam Analitik Varyasyon

\/

Toplam Gézlenen Varyasyon

g

Sekil 2. Test sonucunu etkileyen varyasyon kaynaklar1

2.2.1 Preanalitik VVaryasyon

Preanalitik varyasyon ic¢in hataya neden olabilecek faktorler asagida
sekilde gosterilmistir (Sekil 3).

Preanalitik Varyasyonlar

PN

Kontrol Edilebilen Faktorler

Kontrol Edilemeyen Faktorler
(eksternal faktorler)

(internal faktorler)

1.Egzersiz 1.Kisisel Degisimler
2.Gebelik 2. Yas

3.Diyet 3.Cinsiyet

4 Kahve, sigara, alkol alimi 4.1Irk

5.Postlr

6.0rnek Alimi

> Ornek alinan yer ve alinma sekli
» Kan alinan tlp ve antikoagulan kullanimi
. Omegin alindigi zaman
» Ornegin etiketlenmesi
7.0rnegin laboratuvara iletiimesi
8.0rnegin laboratuvarda gordadu islemler

Sekil 3. Preanalitik hata kaynaklar1 (19).



Preanalitik varyasyona sebep olabilecek tim sirecler iyi takip edilmeli ve
calisan personele kapsamli egitimler verilmelidir (20). Laboratuvarlarda kullanilan
referans araliklari preanalitik degiskenlerin ¢ok az oldugu varsayilarak hesaplandigi
icin ¢ok sayida preanalitik degiskenin oldugu durumlarda bu referans araliklarinin

kullaniminin uygun olmayacagi unutulmamalidir (21).
2.2.2 Analitik Varyasyon

Analitik varyasyon; laboratuvar islemlerine ve olgiime (assay performansi)
baglidir. Dogru 6l¢iim yapilabilmesi i¢in tiim analitik 6zellikler kontrol edilmeli ve
dikkatli yiirtitiilen bir degerlendirme, uygulama, bakim ve kontrol sureciyle analitik
yontem secilmelidir. Laboratuvarlarda kullanilan dolaplar, sogutucular gibi
malzemeler, santrifiij sicakliklar1 ve hatta kullanilan suyun kalitesi analitik
varyasyona neden olabilmektedir. Bu slrecte en Onemli analitik karakterler,
analitik belirsizlik (impresizyon) ve analitik hata (bias)’dir (22).

Analitik belirsizlik(l) , rastgele hatay1 gosterir ve 6ngoriilen kosullar altinda
elde edilen bagimsiz 6l¢lim sonuglart arasindaki uyusmanin yakinligi olarak ifade
edilir. Rastgele hatalar; oda ve cihaz 1sisindaki degisiklikler, basing ve nem
degisiklikleri gibi diizeltilemeyen ve kontrol edilemeyen non-spesifik bir cok
degiskene bagl hatalardir. Eger bir metodun impresizyonu iyi ise rastgele
varyasyonu diisiik olacaktir. Bu metodun kullanilmasiyla elde edilecek sonuglar
zamanla fazla degisim gostermeyecektir. Aksine eger bir metodun impresizyonu iyi
degilse, analitik kaynakli biiytik rastgele etkenler pek ¢cok dnemli klinik degisimin

anlasilmasini zorlastirabilir (23).

Bias, sistematik hatayr gosterir ve Olgiilen biiyiikligin dogru degeri ile
beklenen 6lglim sonuglart arasindaki fark seklinde tanimlamaktadir (Sekil 4) (22).
Pratikte ise bias elde ettigimiz sonuclar ile tahmin edilen dogru deger arasindaki
farktir. Sistematik hata sebepleri cihazdan ve kullanilan metodolojiden
kaynaklanabilir. Dogru ¢alisma teknikleriyle kalibrasyon yanlighgi, azalan voltaj
veya kirlenme sonucunda olusan direng artisindan kaynaklanan hatalar gibi cihaz
kaynakli hatalar en aza indirilebilir. Ancak yontem kaynakli hatay1 belirlemek
zordur. Bu nedenle bu tip hatalar tamamen ortadan kaldirilamazlar (24). Klinik

degerlendirmede siklikla hastanin test sonucu dnceki degerlerle karsilastirildigi i¢in



bias énemli bir sorun olmaktadir. Eger laboratuvarlarin énceden hesaplanmis bir
sabit bias degeri varsa hastalarin takibinde klinik olarak bir sorun olusmayacaktir.
Ancak biasin her zaman sabit olmadigi da unutulmamalidir. Analiz sonuglarini
rapor etmeden Once bilinen biaslar1 ortadan kaldirmak laboratuvarin hedefleri

arasinda olmalidir.

Dogru Deger Ortalama

" 7/ A\:

Ayni Numunede Bulunan Degerler

Sekil 4. Bias: Olciim Sonuglar1 Ile Dogru Deger Arasindaki Fark (25).
2.2.3 Biyolojik Varyasyon

Biyolojik varyasyon, bir bireyde her bir analitin homeostatik denge
noktasinda izlenen rastgele dalgalanmalari olarak tanimlanir ki bu birey ici
biyolojik varyasyon (CV;) olarak da adlandirilmaktadir (26). Ancak ayn1 test ¢ok
sayida bireye uygulanirsa homeostatik karar noktasinin bireyler arasindaki farkina
ise bireyler arasi biyolojik varyasyon(CVg) denilmektedir (27, 28). Baska bir
ifadeyle CV; bireye dayali referans degerler, CVg topluma dayali ve kesitsel

referans degerler i¢in 6nem tagimaktadir (25).

Insan viicut s1v1 bilesenlerindeki biyolojik varyasyon: yasam boyu varyasyon,
giinliik, aylik ve mevsimsel olabilecek dongiisel varyasyon ve rastgele varyasyon

olarak ii¢ sekilde tanimlanabilir (25).



2.2.3.1 Yasam Boyu Biyolojik Varyasyon

Laboratuvarda 6l¢timii yapilan bir¢ok analit bireyin yasiyla beraber degisiklik
gostermektedir (Sekil 5). Ozellikle yeni dogan, ¢ocukluk, ergenlik, yetiskinlik ve
yaslilik gibi kritik donemlerde belirgin degisimler gozlenmektedir.

Kolesterol

Goreceli Konsantrasyon

20 30 40 50 60 70

Yas (Yl)
Sekil 5. Analite Ozgii Yasa Baglh Degisim Paternleri.

Erkeklerde alblmin, kalsiyum, demir gibi parametrelerin yasla beraber
azalma gosterdigi; Kreatinin, potasyum, Ure gibi parametreler de ise yasla beraber

art1s oldugu bilinmektedir (29).

Yeni doganlarda kan glukoz diizeyleri disiiktiir ve bircok enzimin serum
aktivitesi de ¢ocukluk doneminde diiserek pubertede veya daha erken donemde

ancak eriskin diizeyine ulasmaktadir (30).

Laboratuvarlarda sik verilen test sonuglariyla beraber referans araliklarin
yaglara gore alt gruplar seklinde smiflandirilarak verilmesi gerekmektedir.
Literaturde yaslara gore referans araliklariyla iliskili ¢ok sayida veri vardir (31, 32).
Ancak bu verilerin biyolojik yas yerine kronolojik yasa goére verilmesinin

olusturacagi sorunlar goz ardi edilmemelidir (33).



2.2.3.2. Dongusel Varyasyon
2.2.3.2.1. GUnluk Dongusel Varyasyon

Viicut s1vilarinda bulunan ve laboratuvarda 6l¢timii yapilan birgok madde giin
icinde degisim gostermektedir. Bu varyasyonun giiniin saatlerine bagli oldugu
durumlarda siklikla sirkadyen ritim tanim1 kullanilmaktadir (26). Ancak literatiirde
bildirilen bu degisimlerin giiniin saatinden ziyade daha ¢ok postiirdeki degisimler,
gida alimi (trigliserit ve glukozun etkilenmesi gibi) ve asir1 fiziksel aktivite
yapilmasi gibi sebeplere bagli oldugu bildirilmektedir (26). Ozellikle tiroid stimiile
edici hormon (TSH), demir, doymamis demir baglama kapasitesi gibi bazi
parametrelerin giin i¢inde yaklastk % 50°ye kadar degisiklik gosterdigi
bilinmektedir (34, 35, 36).

Kortizol sentez ve saliniminin kontroliinde en 6nemli etki diiirnal degisimdir.
Diiirnal ritim sayesinde kortizol salinim1 sabaha kars1 pik yapar, gece ise en diisiik
diizeye diiser. Kortizol saliniminin siklig1 ve siiresi sabahin erken saatlerinde yani
uyanmadan hemen 6nce yaklagik saat 10:00’a kadar artar (37). Glindiiz saatlerinde
ise Kkortizolin salinimi giderek diiser. Biiyime hormonu salinimi, uykunun

baglangicindan kisa bir siire sonra en yiiksek diizeye ulasir (Sekil 6) (30).

Kortizol hGH
(nmollL) mUIL
600 20

0 L
09.00 24.00 09.00
Zaman

Sekil 6. Kortizol ve Blyume Hormon Konsantrasyonunun Uyku/Uyaniklik Durumuna

Gore Degisimi. hGH: human growth hormone/insan bilylime hormonu



2.2.3.2.2 Aylik Dongiisel Varyasyon

Reprodiiktif donemde kadinlarda cinsiyet hormonlarinin ¢ogu menstrual
siklusla birlikte degisiklik gosterir (38). Gunluk ritim gosteren analitlerde oldugu
gibi aylik ritim gosterenlerde de oldukga farkli paternler gézlenmektedir. Folikiil
Uyarict Hormon (FSH) salgis1 follikiiler fazda belirginken luteinlestirici hormon
(LH) salgilanmasi ise luteal donemde daha fazladir. Ovulasyondan 6nce LH ile
birlikte FSH kisa siireli bir yiikselme gosterir (39). FSH overlerde 0Ostrojen
salinimini saglar (Tablo 1) (40).

Tablo 1. Ureme Cagindaki Kadinlarda Serum Hormon Diizeyleri (41, 42).

LH (mlU/ml) 2.4-12,6 14,0-95,6 1.0-11.4
FSH (mlU/ml) 3.5-125 4,7-21.,5 1,7-7,7
Estradiol (pg/ml) 12,53-165,5 85,78-498 43,82-211
Progesteron (ng/ml) 0,2-1,5 0.8-3,0 1,7-27
Serbest Testosteron pg/ml 0,45-3,2 0,3-3,2 0,46-2,5
Prolaktin (ng/ml) 4,79-23.3

DHEA-S pg/dl 35-430

SHBG 26,1-110

LH: Luteinlestirici hormon, FSH: Folikil Uyarict Hormon, DHEA-S:
Dehidroepiandrosteron siilfat, SHBG: Seks hormonu baglayan globiilin

2.2.3.2.3 Mevsimsel Varyasyon

Mevsimsel varyasyon diger biyolojik sikluslari da barindirdigi igin
ongorilebilmesi zordur. Pek ¢ok preanalitik etken test sonuglarini etkileyebilir, bu

da ilk bakista mevsimsel varyasyon olarak degerlendirilebilir. Ornegin; serum D
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vitamini diizeyi yaz aylarinda artis gosterirken (43) , serum kolesterol diizeyleri kis
mevsiminde artis gosterir (44). Genel olarak kis mevsiminde serum analit
dizeylerinde goriilen azalmanin diisiik fiziksel aktivite, fazla gida alimi ve kis

mevsiminde giin 15181nin az olmasi gibi etkenlere bagli oldugu diisiiniilebilir.

Tiim bu donemlere ait Ongoriilebilir varyasyonlarin bilinmesi laboratuvar
verilerinin yorumlanmasinda da yarar saglar. Ornegin menstruasyonun 21. giiniinde
serum progesteron diizeyinde pik olmamasi klinisyene ovulasyonun olmadigi

yoénunde fikir verir.

2.2.3.3 Rastgele Varyasyon

Laboratuvarda 6l¢iimii yapilan bir¢ok analitin degeri bir bireyde zaman iginde
degisiklik gosterebilir. Bir bireyin 1996-1999 yillar1 arasinda farkli zamanlarda

yapilmis test sonuglarinin degisimleri Tablo 2’de gosterilmistir (26).

Tablo 2. Bir bireyin test sonuglari, 1996-1999

Analit Birim 1.sonug 2.sonug 3.sonug¢ 4.sonu¢ 5.sonug
Sodyum mmol/L 139 139 137 140 138
Potasyum mmol/L 43 41 41 44 4.4
Ure mmol/L 4.0 4.4 4.1 3.9 36
Kreatinin umol/L 88 a7 89 82 88
ALT u/L 40 28 32 33 31
Bilirabin umol/L 19 21 17 18 17
ALP U/L 49 46 52 46 45
Kalsiyum mmol/L 2.39 233 2.25 2.36 2.29
Albumin g/L 45 48 47 46 47
Kolesterol mmol/L 4 60 492 4 84 4 64 4 41
Trigliserid mmol/L 048 052 039 035 043
TSH mU/L 203 219 1.89 1.93 206
PSA ug/L 1.5 2.5 2.1 1.8 1.9

ALT: Alanin Aminotransferaz, ALP: Alkalen fosfataz, TSH: Tiroid stimtle edici hormon,
PSA: Prostat Spesifik Antijen
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Tablodaki sonuglarin sayisal deger olarak farkli oldugu ve zaman icinde
degisim gosterdigi goriilmektedir. Homeostatik karar noktasi etrafinda meydana

gelen bu rastgele dalgalanma:

e Preanalitik faktorler,
e Analitik rastgele varyasyon veya muhtemel bir sistematik hata,

e Dogal biyolojik varyasyon kaynakli olabilir.

Bu sonuglardaki degisimin nedenine bakilmaksizin incelendiginde; tlm
sonuclarin zaman i¢inde degisim gosterdigi, bazi test sonuclarinda degisimin az
(6rnegin sodyum) ancak bazi testler i¢in daha fazla oldugu (PSA) ve bazi testlerde
ortalamanin referans aralik iist sinirina yakin bazilarinda ise referans aralik alt
sinirina yakin oldugu goériilmiistiir. Burada 6nemli olan degisimlerin bu bireye 6zgii
mii yoksa bir fenomenin yansimast mi oldugunu belirlemektir. Bunun igin
analitlerdeki homeostatik ayar noktasindaki degisimlere sebep olan CVi ve
bireyleraras1 homeostatik ayar noktasindaki degisimleri yansitan CVg’nin g0z ardi

edilmemesi gerekmektedir (33).

Preanalitik varyasyonu dikkatlice kontrol altinda tutup analitik varyasyonu da
hesaplayabilecegimizi dlsiindigiimiizde ortalama bireysel ve bireyler arasi
biyolojik varyasyon verilerini hesaplayabilecegimizi sdyleyebiliriz. Bu biyolojik
varyasyon degerleri de daha sonra detayli sekilde bahsedilecek olan kalite
spesifikasyonlarin1 belirlemek, klasik topluma dayali genel referans araliklarinin
kullaniminin uygunlugunu degerlendirmek ve bir bireyin seri 6lgiimleri arasindaki

sonucun klinik anlamliligini degerlendirmek igin kullanilabilir (45).

2.3. Birey I¢i ve Bireyler Arasi Biyolojik Varyasyon Kavramlari

Biyolojik varyasyon bilesenlerinin bilinmesi laboratuvar sonuglarinin en 1iyi
sekilde kullanimi i¢in Snemlidir. 1950°1i yillardan bu yana yapilan g¢aligmalar
saglikli bireylere ait sonuclarin normal referans degerler i¢inde olsa bile belli bir
varyasyon gosterdigini kanitlamistir (46). Takip eden calismalarda bu varyans

bilesenleri analitik varyasyon (CVa) , CVive CVg olarak agik¢a tanimlanmistir
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(47). Yillar iginde yapilan ¢alismalarla bircok parametre icin serum, tam kan veya

idrar numunelerinde bu varyasyon bilesenleri hesaplanmustir.

Birey i¢i varyasyon her bir birey i¢in tek ve sabit bir degere sahip oldugundan
analitik varyasyon gibi tekraren 6lgim( gerekmemektedir (48). Ancak elektrolitler
gibi giiglii bir homeostatik kontrol altinda olan analitlerde CVi’nin daha diisiik
gOzlenmesi, CVi’nin derecesinin birey i¢inde analite gore degiskenlik gosterdigini

sonucunu desteklemektedir (33).

Biyolojik varyasyon verilerinin elde edilmesi zaman alic1, zor ve karmasik bir
stregtir. Bununla beraber tecriibe ve istatistiksel deneyim gerektirir. Bu yizden tim
laboratuvarlarin kendi biyolojik varyasyon verilerini elde etmesine gerek yoktur.
Preanalitik siirecler kontrol altina alindiginda ve CVa minumuma indirildiginde

biyolojik varyasyon bilesenleri hesaplanabilir (33).

2.4. Total Gozlenen Varyasyonun Hesaplanmasi

Test sonucunu etkileyen faktorlerin kaynagi; preanalitik, analitik ve birey ici

varyasyonlar oldugu i¢in Total Varyasyon bunlarin toplamina esittir (Sekil 7).

Biyolojik
varyasyonhlar

* Birey-ici
varyasyon

* Bireyler-arasi

varyasyon

¢ Total-analitik
varyasyon

* Biyolojik
varyasyonlar

Total-gozlenen
varyasyon

* Pre-analitik
varyasyonlar

* Analitik +
varyasyonlar

Total-analitik
varyasyon

Sekil 7. Toplam Test Siirecinde Olusabilecek Total Gozlenen Varyasyon Bilesenleri
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Tiim varyasyonlar rastgeledir ve bu nedenle normal dagilim gosterdigi kabul
edilmektedir. Gozlenen normal veri dagiliminda bu varyasyonlar1 agiklamak i¢in
standart sapma (SD)’nin kullanilmas1 uygun olmaktadir. Impresizyon rakamsal
olarak SD ya da varyasyon katsayisi (CV) olarak  hesaplanir
(CV=(SD/ortalama)x100). Matematiksel islemler i¢cin SD? olarak ifade edilen

varyans1 ya da bilesenlerinin ortalamalar1 ayn1 ise CV? kullanmalidir (26).

Toplam varyans (SDr), analitik degiskenlik (SDa) ve biyolojik degiskenlik
(SDg) olarak tanimlandiginda;

Total Varyasyon (SDt?): Analitik Varyasyon (SDa?) + Birey ici
Varyasyon (SDg?)

SDT2 = SDa? + SDg? veya  SDt = (SDa? + SDg?)*

CV; Standart sapmanin ortalamaya gore % degisimine esit oldugu i¢in SD

yerine CV kullanilabilir.
CVT=(CVa? + CVB?)” seklinde hesaplanabilir.

Uygulamada, tek bir sayisal test sonucunun icinde kaldigi aralik i¢in CVt
dagilimin1 hesaplamak icin, genellikle uygun olan z skoru olarak bilinen kapsama
faktori ile garpilir. Z skoru degerlerin % 95’ini kapsayan standart sapma sayisi ve

dagilima esittir (49).
P<0.05ise: CV1=1.96 [CVA? + CVg?]Y?
2.5. Biyolojik Varyasyonun Klinik Laboratuvarlarda Kullanimi

Gilvenilir sonucglar elde edebilmek ve sonuglarin dogru olarak
yorumlanabilmesi i¢in biyolojik varyasyon kavrami dikkate alinmalidir. Giinliik
laboratuvar uygulamalarinda biyolojik varyasyon verileri TTS nin her evresinde

kullanilabilir.
2.5.1. Preanalitik Evrede Biyolojik Varyasyon Verileri Kullanimu;

Test Secimi: Ayni klinik amaglar i¢in bazen farkli test se¢imleri yapilabilir.
Birden fazla testi segmek yerine tek bir test se¢cimi yapmak igin biyolojik varyasyon
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verileri fayda saglayabilir (50). Bazen bir testi digerine tercih etmenin
avantaji/dezavantaji olabilir. Ancak kardiyak bir belirtec olan CK-MB (Kreatin
kinaz miyokart bandi)’yi inceledigimizde durum farklidir. CK-MB kiitle’nin
biyolojik varyasyon verilerinden tlretilen referans degisim degeri (RCV) CK-MB
aktiviteden daha diisiik oldugu icin hasta takibinde CK-MB kitle 6l¢imi daha

anlamli olacaktir (51).

Uygun Numune Se¢imi: Biyolojik varyasyon agisindan degerlendirildiginde
ideal test icin hangi numunenin secilmesi gerektigine karar verebiliriz. Ornegin:
Diyabet takibinde idrarda diisiik konsantrasyondaki albiimin 6l¢iimii kullanilan bir
metottur. Hastalardan bunun icin sabah ilk idrar, herhangi bir andaki spot idrar veya
24 saatlik idrar istenebilir.

Tablo 3. Kadin ve Erkek icin Mikroalbiiminin birlestirilmis Biyolojik Varyasyonu (52).

Numune tipi CVI (%) CVG (%)
llk sabah 36 35
Rasgele spot 86 61
24 saat - konsantrasyon olarak 61 53

CV.: Birey ici biyolojik varyasyon, CVg: bireyler arasi biyolojik varyasyon

Tablodaki veriler incelendiginde (Tablo 3) sabah alinan ilk idrarda
mikroalbumin CV; degerlerinin daha diigiik olmas1 bu test i¢in en iyi numunenin

sabah alinan ilk idrar olabilecegini gdstermektedir.

2.5.2. Analitik Evrede Biyolojik VVaryasyon Verilerinin Kullanima;

2.5.2.1. Analitik Varyasyon (CVa) I¢in Biyolojik Varyasyona Bagh Kalite

Spesifikasyonu

CVa ‘nin diisiik olmasi tiim testler i¢in varyasyonu azaltacaktir. Bu da daha
az kalite kontrol numunesi kullanilmasina olanak saglarken, laboratuvarin hata

yapma riskini de azaltacaktir. Bunlar kalite planlamasi i¢in 6nemli kavramlardir.
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Ancak burada 6nemli olan soru CVa’nin ne kadar diisiik olmasi gerektigi

sorusudur. Bunun i¢in ti¢ basamakli bir model gelistirilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Presizyon icin kalite spesifikasyonu. Test sonuclarindaki degiskenlige eklenen
miktarin, presizyonun bireysel biyolojik varyasyona oraninin bir fonksiyonu olarak
gostermektedir (53).

Bireysel biyolojik varyasyona kiyasla analitik presizyonun artmasi test

sonuglarindaki degiskenligi arttirmaktadir. Buna gore:

CVa < 0,75 CV;joldugu zaman, test sonuglarindaki degiskenlige en ¢cok %25
degiskenlik eklenir.

CVa < 0,50 CV;i oldugu zaman, %12 den fazla degiskenlik eklenmez.

CVa < 0,25 CV; oldugu zaman, maksimum %3 degiskenlik eklenir.
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Bu yiizden: % CVa icin Biyolojik varyasyona Gore Kalite Spesifikasyonu;
CVa< 0,25 CV;ilJ Optimum performans
CVa< 0,5 CVil] istenen performans

CVa< 0,75 CVi[J Minimum performans

2.5.2.2. Bias Icin Biyolojik Varyasyona(BV) Bagh Kalite Spesifikasyonu

Referans araligt CVi ve CVg’den olusur ve eger analitik presizyonun ihmal
edilebilecegi diistintiliiyorsa grup biyolojik varyasyonu, varyanslarin basitce
toplanmasiyla (CVi? + CVc?)Y? hesaplanabilir (26). Ayni referans degerlerini
kullanabilmemiz i¢in, analitik bias’in grup biyolojik varyasyon degerinin dortte

birinden daha diisiik olmasi gerekir.

Ba < 0,250 (CVi2 + CV2)!2
10 7
.g Minimum
°
3
> .
£ 2 istenilen Ust ya da Alt
% 5.7% Referans Siniri
% Obti Diginda Kalan
x B Maksimum
b 6 Degerler
c
&
a
E 3.3%
E 4
7]
2
©
'g Karsit Referans
= 24 1.8% e Sinin Diginda
'.5 1.4% 1.0% Kalan Minimum
é Degerler

0 0.17 02 1T 03 1 04 0.5
0.125 0.250 0.375

Bias'in Grup Biyolojik Varyasyona Oram

Sekil 9. Bias i¢in kalite spesifikasyonu. Referans simirlarinin disinda kalan popiilasyonun
yiizdesi, biasin grup biyolojik varyasyonuna oraninin bir fonksiyonu olarak gosterilmistir
(53).
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% Ba (analitik bias) i¢cin BV’a Gore Kalite Spesifikasyonu (Sekil 9);
Ba< 0,125(CVi 2 + CVs ?)” O Optimum performans
Ba< 0,250(CVi 2 + CV 2)* [ Istenilen performans

Ba< 0,375(CVi 2 + CVs 2)” O Minimum performans

25.23. Toplam Kabul Edilebilir Hata (TEa) I¢in Kalite

Spesifikasyonlar:

Toplam Kabul Edilebilir Hata (TEa) hem kesinlik (rastgele hata) hem bias
(sistematik hata) icin tek bir 6lciimde ya da tek bir test sonucunda kabul edilebilir
limitleri belirleyen analitik kalite spesifikasyonudur (54). Hedef TEa limitleri
Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA) ve ya German Guidelines
for Quality (RILIBAK) gibi oOrgiitlerin belirledigi degerler ya da biyolojik
varyasyon verilerinden belirlenebilir. Laboratuvarlar her bir test icin toplam

hatalarinin, kriter olarak kabul ettikleri TEa degerlerinden diisiik olmasini

hedeflemelidirler (55).

TEa= Bias + 1,65 CVa formuliinden bias ve CVa i¢in biyolojik varyasyona
bagli degerler kullanildiginda:

TEA < 0,125 (CV# + CVs?)*? + 1,65 (0,25CVi)[] Optimum performans
TEA < 0,250 (CVi? + CVe)Y? + 1,65 (0,5CVi)[J Istenilen performans
TEa < 0,375 (CV# + CVs?)Y2 + 1,65 (0,75CVi) [ Minimum performans

Bir analit i¢in toplam hata o analit igin TEa sinirlarindan diisiik ise sistemin

tanisal olarak yeterliligini s0ylemek miimkiindiir.
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2.5.3. Post Analitik Evrede Biyolojik Varyasyon Verilerinin Kullanim

Topluma dayali referans araliklar kliniklerde test sonuglarinin
yorumlanmasinin temelini olusturmaktadir. Ancak referans araliklar topluma
yoneliktir ve bireylerin kendi igindeki dagilimi cins, wk, bélge vs. olarak
birbirinden farklidir. Yiiksek bireysellik gosteren analitlerin ve ardisik Olgiim
sonuglari arasinda anlamli bir degisikligin olup olmadiginin degerlendirilmesinde

referans araliginin kullanimi sinirli olacaktir (56).
2.5.3.1. Bireysellik indeksi (11)

Bireysellik indeksi (I, Index of Individuality), test sonuglarinin popiilasyona
dayali referans aralik ile karsilastirilarak degerlendirilmesinin uygunlugu hakkinda
bilgi veren bir parametredir. Bireysellik indeksinin toplam bireysel varyasyonun

bireyler aras1 biyolojik varyasyona orani seklinde hesaplanabilecegi onerilmistir
(57).

Il = [CVAZ + CVA]Y?ICVe

Bu denklem genelde CVi/CVg seklinde sadelestirilir.

Tablo 4. Baz1 Analitlerin Bireysellik indeksi (II)

Analit Bireysel varyasyon (%) Bireyler arasi varyasyon (%) |
ALT 243 416 0.58
Alblimin 3.1 42 0.74
ALP 326 39.0 0.84
Biliriibin 256 305 0.84
Kalsiyum 1.9 28 0.68
Klor 1.2 15 0.80
CK 228 40.0 0.57
Kreatinin 4.3 12.9 0.33
LD 66 147 0.45
Magnezyum 36 6.4 0.56
Fosfat 85 94 0.90

ALT: Alanin amino transferaz, ALP: alkalen fosfataz, CK: kreatin kinaz, LD: laktat
dehidrojenaz
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Bir testin II’si diisiik oldugunda, 6zellikle 0.6’dan kii¢iik oldugu zaman
herhangi bir bireyin verilerinin dagilim1 referans araligin sadece kiiciik bir kismini
kapsamaktadir ve bu test i¢in tek bir 6l¢lim sonucunu populasyona dayali referans
aralik ile karsilastirmak uygun olmayacaktir. Buna karsilik II yiiksek oldugu zaman
ozellikle 1.4’ten bliyiik oldugunda herhangi bir bireyin degerlerinin dagilimi
referans bireylerden elde edilen referans araliklarinin biiylik bir kismini
kapsayacaktir. Baska bir deyisle klasik referans degerlerin kullanimi1 pek ¢ok klinik
durumu degerlendirmede yararli olacaktir (57). Ancak yukaridaki tabloda
gortildigii gibi (Tablo 4) ¢cogu analit 0.6’dan kiiglik bireysellik indeksine sahiptir.
Bu nedenle, degisimleri degerlendirmede, popiilasyon bazli referans araliklari

genellikle iyi kilavuzlar degildir.

2.5.3.2. Referans Degisim Degeri (RCV)

Referans degisim degeri (RCV, Reference Change Value) veya kritik fark
(CD, Critical Value) hastanin takibi sirasinda ardisik iki sonug¢ arasinda klinik

anlamlilik olup olmadigini belirlemek i¢in gelistirilmistir (58).

Preanalitik varyasyonu sifira indirdigimizde gozlenen toplam varyasyon
CVr = (CVA? + CVA)Y? <dir. Bu varyasyon rastgele olup normal dagilim

gostermektedir. Normal dagilim i¢in:

e Olcllen deger %68,3 olasilikla ortalama + 1 CV araliginda bulunacaktir.
e Olgiilen deger %95,5 olasilikla ortalama + 2 CV araliginda bulunacaktir.

e Olciilen deger %99,7 olasilikla ortalama + 3 CV araliginda bulunacaktir.

1, 2 ve 3 garpanlar1 Standart Normal Sapmalar ve ayni zamanda Z-skoru
olarak da bilinir (Tablo 5). Bu yiizden seri 6l¢iimler arasindaki farklari dikkate
aldigimiz zaman her bir sonucun Z x (CVa2 + CV#®)¥? kadar bir varyasyonu

bulunmaktadir.

20



Tablo 5. Olasiliklar ve Z skoru.

Olasilik (%) Tek yonli Z-skor Cift yonli Z-skor

99 2.33 258
98 2.05 233
a7 1.88 217
96 1.75 205
95 1.65 1.96
90 1.28 1.65
85 1.04 1.44
80 0.84 1.28
75 0.68 1.15
70 0.52 1.04
60 0.25 0.84

Biri 6nceki digeri de sonraki olmak iizere iki 6l¢iim sonucu oldugu igin:

Toplam varyasyon = [(birinci testin varyasyonu)? + (ikinci testin

varyasyonu)?] olur.
Toplam varyasyon = {Z x [(CVa% + CVi®)Y?]? + Z x [(CVa? + CVA)?]7}2
Sadelestirilmis haliyle; RCV = 212x Z x (CVa? + CVi?)2
2% ; ardisik 2 test sonucu oldugu igin
z skoru; % 95 olasilik i¢in 1,96
CVa ; Analitik varyasyon

CVi; Birey ici biyolojik varyasyon.
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RCV hesaplanmasinin bazi avantajlar1 vardir (59):
e  Seri 0lcumler sonucunda tedavi etkinligini 6l¢mede kullanilirlar.

e RCV yalnizca klinisyenler icin klinik deger vermekle kalmaz ayni
zamanda laboratuvarlarin her analitin presizyonlarin1 bilmesini ve gelistirmesini

destekler.

Ancak istatistiksel bilgilerin ¢oklugunun klinisyenleri yormasi, etkin
kullanim i¢in egitimli laboratuvar personeli ve klinisyen ihtiyac1t dogurmasi ve
terminolojinin kafa karistirict olabilmesi ihtimali RCV kullaniminin zorlugu

olabilir (60).

2.6. Akut Bobrek Hasar1 (ABH)

ABH, bobrek fonksiyonlarinda ani bozulma ve bunun sonucu olarak olusan
glomertiler filtrasyon hizinda azalma ile lire ve diger nitrojen atik iriinlerinin
vicutta birikmesi, ekstraseliiller volim ve elektrolitlerin dengesinin bozulmasi
olarak tanmimlanmaktadir (61, 62). Son yillarda akut bobrek yetmezligi (ABY)
terminolojisinde 6nemli degisiklikler olmustur. Akut ve gorece olarak daha hafif
bobrek hasarmin da idrar ¢ikisinda ve kan biyokimyasinda onemli degisiklikler
yaparak, ciddi klinik sonuclar dogurabileceginin goriilmesiyle ABY tanimi yerini
ABH’a birakmistir. ABY tanimi renal replasman tedavisi gerektiren ciddi ABH igin
kullanilmaktadir (62).

1900°1ii yillarda ABY; bobrek fonksiyonlarinin toksik ajan etkisi, gebelik,
yanik, travma ya da ameliyatlara bagli olarak bozulmasi olarak tanimlanmistir (63).
Yillar igerisinde farkli tanimlamalar yapilsa da ABY’nin kesin biyokimyasal
tanimlamas1 yapilamamistir. 2004 yilinda The Acute Dialysis Quality Initiative
(ADQI) grubu tarafindan tan1 ve siniflandirma i¢in bir sistem olusturulmus ve genel

kabul géren ABH tanimi1 giindeme gelmistir (64).

22



2.6.1. Akut Bobrek Hasarmin Tanimlamasi ve Simiflandirilmasi

ABH; sik goriilen, kotii sonuglar dogurabilen ve tedavi edilebilen bir
durumdur. Bobrek fonksiyonlarindaki kiigiik bozulmalarin prognozu Kot
etkileyebilmesi nedeni ile ABH’nin erken taninmasi ve tedavisinin, sonuglari
olumlu etkileyecegi diistiniilmektedir (63). ABH i¢in SKr degeri ve idrar ¢ikisi baz

aliarak, iki benzer tanimlama yapilmistir:

2.6.1.1. RIFLE Kriterleri

Bu sistem icin RIFLE (R: Risk (Risk), I: Injury (Hasar), F: Failure
(yetmezlik), L: Loss (kayip), E: End-Stage Renal Disease (son donem bdbrek
yetersizligi) kisaltmasi kullanilmistir (Tablo 6)(64).

Tablo 6. ABH — RIFLE kriterleri.

Risk Bazal GFH'da >%25 azalma 6 saat sure ile < 0.5 ml/kg/saat
Serum kreatinin x 1.5

Injury (Zararlanma) GFH>%50 azalma 12 saat sure ile < 0.5 ml/kg/saat
Serum kreatinin x 2

Failure (Yetmezlik) GFH>%75 azalma 24 saat sure ile < 0.3 ml/kg/saat
Serum kreatinin x 3 veya veya 12 saat sure ile anuri
Serum kreatinin >4 mg/dl

Loss Bdbrek fonksiyonlarinin
(Fonksiyon kaybi) > 4 hafta kalici kaybi

ESRD(SDBY) > 3 ay diyaliz bagimlilig

GFH: GlomerUler filtrasyon hizi (ml/dk/1.73 m2)

2.6.1.2. AKIN Kriterleri

Akut Kidney Injury Network (AKIN) tarafindan RIFLE kriterleri modifiye
edilerek olusturulan AKIN kriterlerinde hem tanisal kriterler hem de evreleme

sistemi olusturulmustur (65).
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AKIN Tam Kriterleri;

e SKrdegerinde 48 saat i¢cinde ani olarak gelisen >0,3 mg/dL artis
e  SKr degerinde >%50 artis

e >6 saat siiren oliguri (<0,5 mL/kg/saat idrar ¢ikisi)

Yapilan ¢alismalarda SKr degerindeki 0,3-0,5 mg/dL diizeyindeki minimal
artiglarin artmis mortalite ile iliskisinin gosterilmis olmast RIFLE kriterlerinden

farkl1 olarak birinci maddenin eklenmesi ihtiyacin1 dogurmustur (61).

AKIN evreleme kriterlerinde (Tablo 7), RIFLE kriterlerinde risk, hasar ve
yetmezlik olarak siniflanan kriterler; sirasi ile evre 1, evre 2 ve evre 3 olarak
degistirilmis, kayip ve son dénem boébrek yetmezligi siniflamalari ise kisa vadeli
durumlar yerine daha uzun vadeli durumlar1 ve sonuglari gostermesi nedeni ile

evreleme dist birakilmistir.

Tablo 7. AKIN Evreleme Kriterleri (66).

AKIN Kkriterleri SCr idrar cikisi

Evre 1 SCrde 20.3 mg/dL artis | 6 saat icin <05
ya da bazale gore 1.5-2 | ml/kg/saat
kat artis

Evre 2 SCr'de bazale gore 2-3| 12 saat igin <05
kat artis ml/kg/saat

Evre 3 SCrde bazale gore >3 | 24 saat icin<0.3

kat artis/ SCr'ninz4 | mL/kg/saat/
mg/dL’ye kadar artmasi/
RRT ihtiyaci

12 saat suren anuri

SCr: serum kreatinin, RRT: renal replasman tedavisi
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2.6.1.3. KDIGO Kriterleri

AKIN ve RIFLE kriterlerinin gecerliligi temel alinarak akut bobrek hasarinin
siiflandirilmasi i¢in 2012 yilinda KDIGO tarafindan yeni bir klavuz yaymlanmis

ve standart bir tanimlama getirilmistir.
KDIGO klavuzuna gore:

v" Son 48 saat icinde SKr diizeyinde 0,3 mg/dL’ den fazla artis olmasi
veya

v Son 7 giin igerisinde ortaya ¢ikan SKr diizeyinde bazal degere gore
1,5 kattan fazla artis olmasi veya

v’ Idrar miktarmin 6 saat siire ile 0,5 mL/kg/saat’den az olmasi
kriterlerinden herhangi birinin varlig1 akur bobrek hasari tanisi igin gereklidir.

2.6.2. Bobrek Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi ve Glomeruler
Filtrasyon Hizi(GFR)

Renal fonksiyonlarin dogru olarak degerlendirilmesi, tedavi yonteminin
belirlenmesinde ¢ok  Onemlidir. Tarihsel olarak bakildiginda, bobrek
fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde ilk kullanilan belirtec, {ire olmustur. Viicutta
olusan nitrojen atiklarinin major formu olan {ire, protein ve aminoasit
metabolizmasinin bir iirliniidiir ve neredeyse tamamen idrar yolu ile atilmaktadir.
Bobrek hastalarinda idrarda diistiigii ve kanda biriktigi gosterildikten sonra kan iire
azotu (BUN) klinik kullanima tanisal test olarak girmistir (67). Ancak BUN
degerindeki artiglar, GFR ile ilgili degisimlerden bagimsiz olarak kortikosteroid
kullanimi, gastrointestinal sistem kanamalar1 gibi diger metabolik durumlardan da

kaynaklanabildigi i¢in klinik kullanimda dikkat edilmelidir.
2.6.2.1. Glomerdler Filtrasyon

Insan bobreginin her biri, glomeriil ad1 verilen yaklasik ~10° kapiller (inite
icerir (68). Glomerllden bowman kapsiilii igine filtre olan siviya glomeruler filtrat
ad1 verilir. Glomeriiler filtratin yapisi pratik agidan plazma ile aynidir ama iginde
¢ok az miktarda protein igerir. Icinde eritrosit yoktur, %0,03 oraninda protein icerir

ve bu plazmadaki miktarin 1/240°1 kadardir.
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2.6.2.2. Glomeriiler filtrasyon hizi1 (GFR):

Her iki bobregin tiim nefronlarinda birim zamanda {iretilen glomertiler filtrat
miktarina GFR denir. Normal bir bireyde bu 125 mL/dk kadardir (69). Glomeruler
filtrasyon degerini bdbrekler degisen fizyolojik durumlara gére yeniden
dizenleyebilir. Bu otoregulasyonda rol alan mekanizmalar miyojenik,
tlbuloglomeriuler mekanizma ve renin-anjiotensin sisteminin aktivasyonudur (70).
Glindiiz ultrafiltrati, geceye oranla %30 daha fazladir ve 40 yasindan sonra
glomertiler filtrasyon degeri her y1l 1 mL/dk azalir. Sekizinci dekata gelindiginde
tek bobrekteki glomeriil sayisi 1 milyondan 600 binlere kadar diismektedir (71).
GFR diiirnal ritminde en yiiksek degere 6gleden sonra, en diisiik degere ise gece
boyunca ulagir. GFR’deki anlamli artislar gebelikte olur (% 50-60), egzersizde ise
volim deplasmani oldugu i¢in GFR diiser (70).

GFR o6lciimiinde altin standart yéntem inalin Klirensidir. inilin ile GFR,
intlinin bolus olarak ve inflizyonu ile plazmada bir dizey olusturulduktan sonra,
birkac saat boyunca diizenli kan ve idrar 6rneklerinin toplanmasi ile 6lctulmektedir
(3). Ancak saflastirilmis indlinin pahali olmasi ve 6lgimiinun zorlugundan dolays,
GFR’nin bu yontemle 6lctilmesi hem hastalar hem de klinisyenler igin zaman

alicidur.

SKr, pratikligi ve maliyetinin diisiikliigii nedeniyle bobrek fonksiyonunun
standart laboratuvar Olglisu olarak kullanilmaktadir, ancak GFR’nin iyi bir
gostergesi oldugunu sdylemek zordur. Hafif ve orta derecedeki bobrek hasarlarinin
saptanmasinda siklikla yetersiz kalmaktadir. SKr ile GFR arasinda non lineer bir
iliski vardir yani, bir hastada hizla bobrek yetersizligi gelisir ve GFR 100
mL/dak’dan 10 mL/dak’ya diiserse SKr birinci giinde hala normal sinirlarda
kalabilmektedir; ¢ctinki kreatininin plazmada birikimi igin yeterli stire gegmemistir.
Ayrica normal renal fonksiyonu olan bireylerde SKr diizeyinin 0,7 mg/dL’den 1,4
mg/dL’ye yiikselmesi goriiniirde hafif bir artis olmasina ragmen GFR’de %50 gibi
belirgin azalmaya (100mL/dk’dan 50 mL/dk’ya) karsilik gelmektedir. GFR ile SKr
arasindaki iligki kreatininin yapim hizina da baglidir. Kreatinin yapimi biiyiik
oranda kas dokusunda gergeklesir ancak proteinli besinler i¢inde bulunan kreatinin

alimindaki belirgin degisiklikler de SKr dizeylerini etkileyebilir. Proteinsiz diyet
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SKr diizeyini %15 kadar azaltirken, proteinden zengin bir yemekten sonra SKr

dizeyinde 1 mg/dL’ye kadar gegici artiglar olabilmektedir (72).
Klirens Kavram

Glomeriiler filtrasyon hizi tayininde kullanilan yontemler, klirens prensibine
dayanir. Klirens (Cx) , birim zamanda belirli bir maddeden temizlenen plazma
miktaridir. Glomeriiler filtrasyon hesabi ideal filtrasyon markerlariin tiriner

klirensi hesaplanarak bulunur.
Cx=Uxx V[ Px

Bu esitlikte Cx ideal filtrasyon markermin klirensi, Ux ideal markerin driner
konsantrasyonu, V idrar akim hizi, Px idrar toplama periyodunda ideal markerin

plazma konsantrasyonudur.
Klirens 6l¢timii i¢in kullanilacak olan ideal marker:

e dolasimda serbest¢e bulunmali,
e glomeriiler bazal membrandan serbestge filtre olmali,
e nefron boyunca sekrete olmamali, geri emilmemeli,

e sabit hizda endojen olarak iiretilmeli ve kolayca 6l¢iilebilir olmalidir (64,
73, 74).

GFR, ekzojen bir markerin, bolus ya da surekli infiizyon seklinde verildikten
sonra, idrar ve /veya plazmada konsantrasyonunun olciilmesiyle belirlenir. ilk
ekzojen markerlardan biri indlindir. Ancak inulin 6lgim metodu surekli inflizyon,
bazen ise kateterizasyon ve yatak istirahat1 gerektirdigi icin pratik klinik kullanima

uygun degildir (73).
2.6.2.3. Kreatinin ve Kreatinin Klirensi

Kreatin, karacigerde endojen olarak sentezlenmektedir veya ekzojen olarak
diyetteki etle alinip kaslara taginarak non-enzimatik dehidratasyonla kreatinine
donistiirilmektedir. Total vicut kreatininin %981 kaslardadir ve bunun %60- 70’
fosfokreatindir. Cinsiyet, irk ve yasa bagli viicut kompozisyonunda olan
degisiklikler, egzersiz, kas hastaliklar1 kreatinin olusum hizin1 etkileyerek, plazma

kreatinin konsantrasyonunu ve idrarla kreatinin atilimin1 degistirmektedir (75).
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Kreatinin proteine baglanmaz ve glomeriilden serbestce filtre edilir. idrar akiminin
azaldig1 konjestif kalp yetmezligi gibi durumlarda kreatinin pasif olarak tiibiillerden
difiizyonla reabsorbe olmaktadir. Kronik bobrek yetmezliginde GFR azaldikga
kreatininin tiibliler sekresyonu artmakta, plazma kreatinini normal siirlarda
kalmakta ve kreatinin Klirensi GFR’den daha yiiksek bulunmaktadir. Birgok ilag
(amilorid, spironolakton, triamteren, simetidin, aspirin, probenesid, trimetoprim

vb.) kreatininin tlbuler sekresyonunu engellemektedir (75).

Kas kitlesinin kaybi1 halinde kreatinin tiiretimi azalir, travma ve febril
durumlarda kreatinin atilimi artar. Diabetik hastalarda kreatininin tlbdler

sekresyonu artar ve bdylece klirens degeri normalden daha yuksek bulunur (73).

Kreatinin klirensi, klinikte GFR’nin 6l¢iimiinde en sik kullanilan yontemdir.
Kreatinin klirensi, daha once analiz edilen idrar kreatinin diizeyi, kan kreatinin
diizeyi ve 24 saatlik idrar miktarinin dakika idrar voliimiine doniistiiriilerek klirens

formiiliine uyarlanmasi ile bulunur.
24 saatlik idrar toplanarak hesaplanan kreatinin klirensi (Ccy):
Ccr (mL/dk) = idrar Cr (mg/dL) x Giinliik idrar hacmi (mL) / Pcr x 1440

Idrar toplamak hastalar i¢in zahmetli oldugu gibi, az veya fazla toplanmasina
bagli hatalar da olusabilir. Kan kreatinin diizeyi 6l¢iimiinii ve kreatininin tubtler

sekresyonunu etkileyen durumlar kreatinin Klirensini etkilerler (76).

2.6.2.4. GFR Hesabinda Kullamilan Alternatif Formuller
Cockcroft ve Gault Formuli

Pratik uygulamada plazma kreatinin degerinden idrar 6l¢iimii gerekmeden
kreatinin klirensi hesaplanmasi faydali olacaktir. Kreatinin yasla ve kas Kitlesinin

azalmasi ile azalir. Bu yiizden alternatif birkag¢ formiil gelistirilmistir.

Kreatinin Klirensi = (140 - Yas)(kg) / (72 x Plazma kreatinin) (mg/dL)
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Bu formiille bulunan deger kadinlarda %15 azaltilmalidir (deger 0,85 ile
carpilir). Hepatik yetmezligi, 6demi, kas kitlesinde kayip ya da obezitesi olan
bireylerde dogru sonucglar alinamaz. Bu formulin bobrek yetmezligi belirli bir

sinira kadar olan hastalarda kullanilmasi 6nerilir (77).
The Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) Formulu

Bu formilde SKr ve BUN yani sira albiimin diizeyi, yas, cinsiyet ve irk g6z
oniinde bulundurulurken, esitligin bazi avantajlar1 vardir. Boy, kilo ve renal
etyolojinin bilinmesi gerekmez ve idrar toplanmasi gerekmemektedir. 4 veya 6

degiskenli olmak tizere iki farkli formiil vardir (78).

4 degiskenli MDRD formiilii:
GFRwmpRD = 175 X (Scr) 1% x (Yas) 0202 x 0,742 (kadinsa) x 1,212 (hasta siyahi
ise

6 degiskenli MDRD formiilii:

GFRwmbRrp = 170 x (Scr) %99 x (Yas) 2176 x (BUN)1 x (Alblimin)®38 x 0,762
(kadinsa) x 1,18 (hasta siyah ise)

Schwartz formulu
Cocuklarda GFR hesabinda kullanilmasi 6nerilen formiildiir.
Kreatinin klirensi = k x [ boy/SKr (mg/dL) ]

k sabiti, 2 yasin altindaki ¢ocuklarda 0,45, 2 ile 13 yas arasindaki ¢ocuklarda
0,55, 13 yasin tizerindeki cocuk ve addlesanlarda 0,7 (erkek), 0,55 (kiz) olarak
belirlenmistir (79).

MDRD ve Cockcroft ve Gault formiilleri yaygin olarak GFR hesabinda
kullanilsa da obezite, yaygin 6dem, akut ve hizli gelisen bobrek yetersizligi,
proteinden zengin veya tam tersi fakir diyet gibi nedenlerle yanlis sonuglar

verebilecegi unutulmamalidir.

29



The Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI)

formulu:

MDRD formulti Cockcroft ve Gault formaliinden Ustiin olmakla birlikte
sinirlamalar: vardir. Bu yiizden, 2009°da gelistirilen The Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) formull gelistirilmis ve daha iyi sonug

alinmigtir.

CKD-EPI formiliinde cinsiyete gore ve kadinlarda 0.7 mg/dL, erkeklerde 0.9
mg/dL sinirlarina gore dort farkli diizenleme yapilmis, siyahlar igin ek bir faktor

konulmustur. Yas da gene dikkate alinmaktadir.

Kadmlarda, serum kreatinin <0.7 mg/dL (<62 pumol/L) ise;
144 x (SCr/0.7)°32° x 0.993Y% [eger siyahsa x 1.159]
serum kreatinin >0.7 mg/dL (>62 umol/L) ise;
144 x (SCr/0.7)12% x 0.993Y% [eger siyahsa x 1.159]

Erkeklerde, serum kreatinin £0.9 mg/dL (£80 umol/L) ise;
141 x (SCr/0.9) %41 x 0.993Y% [eger siyahsa x 1.159]
serum kreatinin >0.9 mg/dL (>80 u mol/L) ise;
141 x (SCr/0.9)+2%9 x 0.993Y% [eger siyahsa x 1.159]

MDRD formdli ile sayisal olarak <60 mL/dk GFR degerlerinin
verilebilecegi, daha ylksek degerlerin >60 olarak verilmesi gerektigi
belirtilmektedir. Oysa CKD-EPI formuli tim dinyada benimsenmis olup, GFR 90
mL/dk’ya kadar rapor edilebilmektedir. Bu ytizden serum Kkreatinini zerinden

otomatik olarak GFR verilirken CKD-EPI formiiliiniin kullanilmasi 6nerilmektedir.
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2.6.2.5. Diisiik Molekiil Agirlikli Proteinler

Diisiik molekiil agirlikli proteinler, normal glomerller membrandan serbestce
filtre edilebilmeleri, renal tubullerden reabsorbe edilmeleri ve sekrete edilmemeleri
nedeni ile GFR hesaplanmasinda kullanilabilecek belirteclerdir. Bu amagla, test
edilen proteinlerden en sik kullanilanlar1 beta-2 mikroglobulin, sistatin C ve
BTP’dir (80).

Sistatin C

y—trace ya da post- y globulin olarak adlandirilan sistatin C nonglikolize, 122
amino asit igceren, 13 kDa agirliginda, diisiik molekiil agirlikli bir protein olup,
sistein proteinaz inhibitdrlerinden sistatin stiper ailesinin bir tyesidir (81). Tim
cekirdekli hiicreler tarafindan sabit bir hizda iiretilmekte, renal tiibiiller tarafindan

reabsorbe ve katabolize edilmekte, ancak sekrete edilmemektedir (82).

Kreatininden farkli olarak serum sistatin C diizeyi yas, cinsiyet ve kas
kitlesinden bagimsizdir (83). Serum sistatin seviyesinin GFR ile iyi korele
oldugunu belirten bir ¢ok c¢alisgma yayinlanmistir (84). Yapilan calismalarda,
sistatin  C’nin  GFR degerindeki diisiisii takiben kreatinin degeri ile
karsilagtirildiginda daha hizli yiikseldigi goriilmistiir, bu da ABH’nin daha erken

saptanmasini saglamaktadir (85).

Sistatin C tayini i¢in plazma ya da serum dondurularak veya buzdolabinda
haftalarca muhtemelen aylarca saklanabilir. Bunun tersine serebro-spinal sivi ve

idrarda stabil degildir ve hizla pargalanir (86).

Yapilan ¢aligmalarda serum sistatin C diizeyinin giin i¢inde bir sirkadyen
ritme sahip oldugu gosterilmis fakat hastalik ve tedavi gibi faktorlerin bu ritmi

bozmadig belirtilmistir (87).

Son yillarda; tek basina kreatinin ya da sistatin C degerini kullanan esitlikler
yerine, serum sistatin C diizeyi ve kreatinin degerini birlikte kullanan esitlikler
olusturulmustur (88). Ayrica kortikosteroid kullanimi, tiroid fonksiyon
bozukluklar1 gibi durumlarda sistatin C degerinin etkilenmemesi avantaj olarak

gosterilmistir (89).
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Beta Trace Protein (BTP)

GFR’nin belirlenmesinde diger alternatif bir analit ise son yillarda bildirilen,
168 aminoasitten olusan, glikoprotein grubunda yer alan serum f trace proteindir.
BTP diisiik molekiil agirlikli (25 kD) ve prostaglandin D sentaz grubundan bir
enzimdir. BTP santral sinir sisteminde glial hiicreler tarafindan sabit bir hizda
sentezlenmektedir (90). BTP glomerillerden serbestce filtre edilir, proksimal

tiibtillerden reabsorbe edilir ve minimal bobrek disi eliminasyona ugrar (91).

Bazi ¢aligmalarda BTP’nin eriskin hasta populasyonunda sistatin C gibi
GFH’1 yansitan bir belirte¢ olabilecegi vurgulanmistir (92). Serum BTP
konsantrasyonunun sadece GFR degeri hesaplamada degil, progresif renal
disfonksiyonu 6ngérmede de kreatinin ve sistatin C’ye benzer 6zellikte oldugu
gosterilmistir (93). Ancak literatiirde yeteri kadar ¢alisma heniiz bulunmamaktadir.
BTP’nin rutin kullanima girebilmesi, referans laboratuvar degerlerinin olusabilmesi
ve laboratuvar igi-laboratuvarlar arasi farkliliklarin 6nlenebilmesi i¢in daha fazla

caligmaya ihtiyag¢ vardir.

3. GEREC ve YONTEM

Calisma dizayni ve siireci, Avrupa Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi
Federasyonu (EFLM) tarafindan kurulan Biyolojik Varyasyon Calisma Grubu
(BVWG) (94) tarafindan yayinlanan kritik kontrol degerlendirme listesini goz

oniine alinarak planlanmistir (10).

‘Glomeriler filtrasyon parametrelerinin biyolojik varyasyonu: Kreatinin,
Sistatin C ve Beta Trace Protein’ adli ¢alismamiz Saglhk Bilimleri Universitesi
[zmir Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

tarafindan 11.10.2017 tarih ve 4 nolu karar ile onaylanmistir.
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3.1. Gonulla Secgimi

Calismaya Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu imzalatilmis 27 kisi dahil
edilmistir. Goniilliller Avrupa Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibb1 Federasyonu
Biyolojik Varyasyon Calisma Grubu tarafindan belirlenmis dahil edilme ve dislama
kriterlerine gore degerlendirilmistir (11). Dislama kriterlerine gore 5 gonulli

caligma diginda birakilmis, 22 kisiyle ¢aligmaya devam edilmistir.

3.1.1 Dahil Edilme Kriterleri

e Bilgilendirilmis goniillii onam formu imzalamis olmak,

e Oznel olarak iyi olma hali

e 18 yasindan biiyiik olmak

e Ideal olarak ilag¢ kullanmama (kullantyorsa ilag ykiisii alinmal1)

e Ideal olarak sigara ve alkol kullanmamak (kullaniyorsa kullanim miktari

kayit altina alinmalr)
3.1.2. Dislama Kiriterleri

e Bilinen diabet tanis1 veya aglik kan sekeri >126 mg/dL olanlar,

e Kronik bobrek veya karaciger rahatsizligi gama glutamil transferaz >150
U/L olanlar,

e  Glomeriiler filtrasyon hiz1 <60 mL/dk olanlar,

e Dislipidemi Total kolesterol >250 mg/dL olanlar,

e Ailesinde talasemi veya diger hemoglobinopati dykist olanlar

e Ciddi akut veya kronik hastaliga isaret eden test sonuglar1 olanlar,

e Hepatit B viriisii, Hepatit C viriisii, Insan Bagisiklik Yetmezlik Viriisii
(HIV) tastyicist olanlar

e Son 4 hafta i¢cinde hastaneye yatma veya ciddi hastalik dykiisii olanlar

e Son 3 ay i¢inde kan bagisinda bulunanlar.

Goniilliillerin  metabolik durumlarmi degerlendirmek i¢in glukoz, total
kolesterol ve trigliserid diizeyleri degerlendirilirken; her hangi bir karaciger
rahatsizligint dislamak icin AST, ALT ve GGT,; bobrek fonksiyonlarini
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degerlendirmek i¢in ise kreatinin sonuglarina bakildi ve eGFR hesaplandi. Akut faz
reaktan1 olan CRP ise, gonilliilerde aktif bir enfeksiyon varligini dislamak igin

degerlendirilmistir.

3.2. Calisma siiresi, Numune toplama intervali ve toplam numune sayisi

Biyolojik varyasyon verilerinin tliretilmesi i¢in ¢alisma siiresi, numune sayisi
ve numune toplama intervali ile ilgili standardizasyon bulunmamaktadir. Ancak
Roraas T ve arkadaslarinin ‘Birey Ici Biyolojik Varyasyon Icin Giiven Araliklart
ve Gii¢ Hesaplamalari: Analitik Impresizyonun tekrar Sayisi, Numune Sayisi ve
Bireylerin Sayilar tizerindeki etkisi’ adli ¢alismalarinda ¢aligma giiciiniin yeterli
olabilmesi i¢gin 10 birey ve her numunenin ikiser kez ¢aligilmasi kosulu ile en az 4
numunenin gerektigi bildirilmistir (95). Calismamizda 22 gonualluden 0. 1. 7. 14.
28. 35.42. 49. 56. 63. giinlerde alinan, her birey i¢in toplam 10 numune ikiser kez
calisildi.

3.3. Numune Toplanmasi

Diiirnal degisimi azaltmak ve standardizasyonu saglamak ic¢in ¢alisma grubu
bireylerinden, 12-14 saat aglik sonrasi sabah 08.30-10.00 saatleri arasinda jelli-pihti
aktivatorlii (BD Vacutainer® SST-II™ Advance, 5 mL, Katalog no:367955,
Plymouth, UK) tiiplere ventz kan 6rnegi aymi flebotomist tarafindan alindu.
Goniilliilere her hafta kan alimi1 6ncesi asagidaki sorulari iceren kisa anket yiiz yiize

gbrliisme yontemiyle uygulandi ve ¢aligmaya katilim i¢in uygunluklari sorgulandi.

1) Ag misimiz?
Son yemegi kag saat once yediniz...
2) Son 48 saat icinde alkol tukettiniz mi?
Cevabiniz evet ise miktar ve tlrint belirtiniz..
3) Sigara kullanim aliskanliginizi belirtiniz?
Son sigaranizi ne zaman igtiniz?
4) Uyguladigimiz herhangi bir diyet var mi1?
5) Gegtigimiz bir hafta i¢inde herhangi bir hastalik gegirdiniz mi?
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Cevabiniz evet ise hastaliginizi ve zamanini tanimlayiniz.
6) Herhangi bir ilag veya vitamin takviyesi aliyor musunuz?
Cevabiniz evet ise isim ve dozunu belirtiniz.
7) Gegtigimiz bir hafta iginde rutininiz disinda herhangi bir fiziksel
aktivitede bulundunuz mu?
8) Kadinlar i¢in: Gebelik ve menapoz durumu?
Son adet tarihi?

3.4. Numunelerin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Jelli ptht1 aktivatorlii tiiplere alinan 6rnekler, 5-6 kez alt-st edilip 1siktan
korunarak oda 1sisinda 20-30 dakika bekletilerek piht1 olusumu saglandi. Ardindan
ornekler 10 dakika streyle 1500 g’de santrifiij edildi. Elde edilen her bir serum
ornegi 3’er adet ependorf tupiine (1.5mL’lik) boliinerek toplamda 22 bireyden

alian on farkli numune haftalar halinde ¢alisma giiniine kadar —80°C’de sakland.

3.5. Numunelerin Analizi

Calisma, 22 bireyden 10 farkli giinde alinan toplamda 220 numunenin
toplama isleminin tamamlanmasinin ardindan tek analitik oturumda calisiimak
tizere planlandi. Her bir 6l¢tim igin sirasiyla 1’er adet ependorf tlpinin -80°C’den

cikarilarak oda sicaklifinda ¢ozlinmesi saglandi.

I¢ kalite kontrol ve numune analizi; kreatinin, glukoz, total kolesterol,
trigliserid, CRP, GGT, ALT, AST ve CK analizleri Beckman Coulter AU 5800
(Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA) modiiler cihazi, sistatin C ve BTP
analizleri ise Siemens Atellica NEPH 630 (Siemens Healthineers, Marburg,

Germany) nefelometre sistemi kullanilarak gergeklestirildi.
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3.6. Testler ve Ol¢iim Prosediirleri
3.6.1. Kreatinin Test Prensibi

Insan serumu veya plazmasindaki kreatininin nicel olarak belirlenmesi igin

kinetik renk testidir (Jaffé yontemi).

Kreatinin alkalin ortamda pikrik asitle sari-turuncu renkli bir bilesik
olusturur. 520/800 nm’de degisim hizt numunedeki kreatinin konsantrasyonu ile

orantilidir.

Kreatinin + pikrik asit = Kreatinin pikrat kompleksi

3.6.2. Sistatin C Test Prensibi

Insan sistatin C’sine spesifik antikorlarla kapli polistiren partikiilleri, insan
sistatin C’si igeren Orneklerle karigtirildiginda agrege olur. Bu agregatlar, 6rnekten
gegirilen bir 151k demetinin dagilmasina yol acar. Dagilan 1s181n siddeti, 6rnekteki
ilgili proteinin konsantrasyonuyla orantilidir. Sonug, konsantrasyonu bilinen bir

standart ile karsilastirma yapilarak degerlendirilir.

3.6.3. BTP Test Prensibi

Insan BTP'sine kars1 ydnlendirilen antikorlarla kapli polistiren partikiiller,
BTP igeren orneklerle karistirildiginda agregatlar olusturur. Bu agregatlar, 6rnekten
gecen bir 151k hiizmesi yayar. Yayilan 1518in yogunlugu, ornekteki BTP
konsantrasyonuyla orantilidir. Sonug, bilinen konsantrasyon standardiyla

karsilagtirmali olarak degerlendirilir.

3.6.4. Glukoz Test Prensibi

Glukoz 6l¢iimii, enzimatik yontem ile gergeklestirildi. Bu yontemde glukoz,
adenosin trifosfat (ATP) ve magnezyum iyonlarinin mevcudiyetinde hekzokinaz
tarafindan, glukoz-6-fosfat ve adenosin difosfat (ADP) aciga ¢ikaracak sekilde

fosforillenir. Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz, glukoz-6-fosfati spesifik olarak
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glukonat-6-fosfata oksidize eder ve NAD" es zamanli olarak NADH ye indirgenir.

340 nm’deki absorbans artis1 numunedeki glukoz konsantrasyonu ile orantilidir.

3.6.5. Total Kolesterol Test Prensibi

Total kolesterol 6l¢iimii, enzimatik yontem ile gergeklestirildi. Bu yontemde,
numunedeki kolesterol esterleri kolesterol esteraz tarafindan hidrolize edilir. A¢iga
cikan serbest kolesterol, kolesterol oksidaz tarafindan kolesten-3-one’ye okside
edilirken, es zamanli olarak hidrojen peroksit aciga ¢ikar. Hidrojen peroksitin
peroksidaz enzimi varliginda 4-aminoantipirin ve fenol ile oksidatif olarak
baglanmasiyla kirmizi kinonimin boyast olusur ve 540/600 nm’deki absorbans

artig1 spektrofotometrik olarak olciiliir.

3.6.6. Trigliserid Test Prensibi

Trigliserid 6l¢limii, enzimatik yontem ile gergeklestirildi. Numunedeki
trigliseridler, lipoprotein lipaz tarafindan gliserol ve yag asitlerine hidrolize edilir.
Daha sonra gliserol, gliserol kinaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla ATP
tarafindan gliserol-3-fosfata fosforile edilir. Gliserol-3-fosfat daha sonra gliserol
fosfat oksidaz tarafindan dihidroksiaseton fosfat ve hidrojen peroksite dontistiiriiliir.
Olusan hidrojen peroksit, peroksidaz varliginda 4-aminofenazon N,N-bis (4-
sulfobutil)-(3,5dimetilanilin) ve disodyum tuzu ile reaksiyona girmesiyle kirmizi
kinonimin boyas1 olusur. 660/800 nm’de absorbanstaki degisim numunenin

trigliserid igerigiyle orantilidir.

3.6.7. hsCRP (Yuksek hassasiyetli C reaktif protein) Test Prensibi

hsCRP 6l¢timii, immiinotiirbidimetrik yontem ile yapildi. Numunedeki CRP,
lateks partikiillerinin {izerini kaplamis anti-insan CRP antikorlar ile reaksiyona
girerek ¢ozlinmeyen agregatlar olusturur. Bu agregatlarin 570 nm’deki absorbansi

numunedeki CRP konsantrasyonu ile orantilidir.
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3.6.8. Gamma Glutamil Transferaz (GGT) Test Prensibi

GGT, gamma-glutamil grubunun gamma-glutamil-3-karboksi-4-nitroanlid
substratindan glisilglisine transferini katalize ederek 5-amino-2-nitrobenzoat agiga
cikartir. 410/480 nm’de absorbanstaki degisim 5-amino-2-benzoat olusumuna

baglidir ve numunedeki GGT aktivitesi ile dogru orantilidir.

3.6.9. Alanin Aminotransferaz (ALT) Test Prensibi

ALT, alanindeki amino grubunu piriivat ve glutamat olusturacak sekilde 2-
oksoglutarata aktarir. Reaksiyon karisimina piridoksal fosfat eklenmesi ALT nin
maksimum katalitik etkisini garanti eder. Pirtivat, NADH ile laktat dehidrojenazla
(LDH) katalize edilen bir reaksiyona girer ve laktat ile NAD+ agiga ¢ikar. NADH
tilketimi nedeniyle absorbanstaki diisiis 340 nm’de Ol¢iiliir ve numunedeki ALT

aktivitesiyle orantilidir.

3.6.10. Aspartat Aminotransferaz (AST) Test Prensibi

Aspartat  aminotransferaz  (AST), aspartat ve  2-oksoglutaratin
transaminasyonunu katalize eder ve L-glutamat ve oksalasetat olusur. Reaksiyon
karisimina piridoksal fosfat eklenmesi AST nin maksimum katalitik etkisini garanti
eder. Oksalasetat, malat dehidrojenaz (MDH) tarafindan L-malata indirgenirken es
zamanli olarak NADH de NAD+ ya doniistiiriilir. NADH tiiketimi nedeniyle
absorbanstaki diisiis 340 nm’de olgiliir ve bu diisiis numunedeki AST aktivitesiyle

orantilidir.

3.6.11. Kreatin Kinaz (CK) Test Prensibi

CK, kreatin fosfattan bir fosfat grubunun adenozin difosfata (ADP) kreatin ve
adenozin trifosfat (ATP) iirlinlerini agiga cikaracak sekilde aktarilmasini geri
dondiiriilebilir bir sekilde katalize eder. Olusan ATP, glukozdan glukoz-6-fosfat ve
ADP Uretmek i¢in kullanilir. Bu reaksiyon, maksimum aktivite i¢in magnezyum

iyonlarimi gerektiren hekzokinaz (HK) tarafindan katalize edilir. Glukoz-6-fosfat,
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nikotinamid adenin diniikleotidin (NADP) es zamanli olarak indirgenmesi ile
birlikte meydana gelen glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6P-DH) enziminin eylemi
ile oksidize olur ve NADPH ile 6-fosfoglukonat agiga ¢ikar. NADPH olusumuna
bagl olarak 340/660 nm’deki absorbans artis oran1 numunedeki CK aktivitesi ile

dogru orantilidir.

3.7. Istatistiksel Analiz ve Kullanilan Hesaplamalar

Istatistiksel analiz i¢in Statistical Program for the Social Services (SPSS)

(Chicago, IL, USA) 20.0 paket ve excel programlari kullanildi.

Tekrarli 6l¢glim ve birey ici 6l¢glim sonuglarinin varyans homojenitesi ve ug
degerleri Cochran C testi (96) ile degerlendirildi. C kritik tablo degeri
degerlendirirken siitunlar bir bireydeki tekrar sayisini; satirlar ise caligmadaki birey
sayisini ifade etmekteydi (Tablo 8). Hesaplanan C degeri, C kritik tablo degeri ile

karsilastirildi. Chesap< Ckritik ise varyanslarin homojen oldugu kabul edildi.

Tablo 8. Cochran kritik degerler tablosu (97).

Level of significance a =0.05

Vv,

k 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 16 36 144 o0
2 0.9985 0.9750 0.9392 0.9057 08772 0.8534 0.8332 0.8159 0.8010 0.7880 0.7341 0.6602 0.5813 0.5000
3 0.9669 0.8709 0.7977 0.7457 0.7071 0.6771 0.6530 0.6333 0.6167 0.6025 0.5466 04748 0.4031 0.3333
4 0.9065 0.7679 0.6841 0.6287 0.5895 0.5598 0.5365 05175 0.5017 0.4884 0.4366 0.3720 0.3083 0.2500
5 08412 0.6838 0.5981 0.5441 05065 0.4783 0.4564 0.4387 0.4241 0.4118 0.3645 0.3066 0.2513 0.2000
6 0.7808 0.6161 0.5321 0.4803 04447 0.4184 0.3980 0.3817 0.3682 0.3568 0.3135 02612 0.2119 0.1667
7 07271 0.5612 0.4800 0.4307 03974 0.3726 0.3535 0.3384 0.3259 0.3154 0.2756 02278 0.1833 0.1429
8 0.6798 0.5157 0.4377 0.3910 0.3585 0.3362 0.3185 0.3043 0.2926 0.2829 0.2462 02022 0.1616 0.1250
9 0.6385 0.4775 0.4027 0.3584 0.3286 0.3067 0.2901 0.2768 0.2659 0.2568 0.2226 0.1820 0.1446 01111
10 0.6020 0.4450 0.3733 0.3311 0.3029 0.2823 0.2666 0.2541 0.2439 0.2353 0.2032 0.1655 0.1308 0.1000
12 05410 0.3924 0.3264 0.2880 02624 0.2439 0.2299 0.2187 0.2088 0.2020 0.1737 0.1403 0.1100 0.0833
15 0.4709 0.3346 0.2758 0.2419 02195 0.2034 0.1911 0.1815 0.1736 0.1671 0.1429 0.1144 0.0889 0.0667
20 0.3894 0.2705 0.2205 0.1921 0.1735 0.1602 0.1501 0.1422 0.1357 0.1303 0.1108 0.0879 0.0675 0.0500
24 0.3434 0.2354 0.1907 0.1656 0.1493 0.1374 0.1286 0.1216 0.1160 0.1113 0.0942 00743 0.0567 0.0417
30 0.2029 0.1980 0.1593 0.1377 0.1237 0.1137 0.1061 0.1002 0.0958 0.0921 0.0771 0.0604 0.0457 0.0333
40 0.2370 0.1576 0.1259 0.1082 0.0968 0.0887 0.0827 0.0780 0.0745 0.0713 0.0585 0.0462 0.0347 0.0250
60 01737 0.1131 0.0895 0.0765 00682 0.0623 0.0583 0.0552 0.0520 0.0497 0.0411 00316 0.0234 0.0167
120 0.0998 0.0632 0.0495 0.0419 0.0371 0.0337 0.0312 0.0292 0.0279 0.0266 0.0218 0.0165 0.0120 0.0083
=0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Kaniji, Gopal K. 100 Statistical Tests. London : SAGE Publication Ltd., 1993

k: birey sayisi, Vy: serbestlik derecesi
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Birey i¢i 6l¢iim sonuglarinin dagilimini degerlendirmek igin Shapiro-Wilk
testi kullanildi. p>0,05 ise verilerin normal dagilim gosterdigi kabul edildi. Normal
dagilim gostermeyen bireylerde u¢ degerler Box-Plot grafigi ile tespit edildi ve
analizden ¢ikarildi. Bireyler arasi 6l¢iim sonu¢ ortalamalarindaki ug¢ degerler

Dixon-Reed kriterine gore tespit edilip analizden ¢ikarildi (98).

Dixon metodu: Veriler kiigiikten biiyiige dogru siralanir. Dagilimin alt ve iist
noktalarindaki u¢ degerler Dixon formiilii ile aranir. Burada dikkat edilmesi
gereken sondan Ug¢ degerin de aymi formdlle test edilmesidir. Dixon tarafindan
onerilen D/R oranina gore karar i¢in kestirim degeri, 1/3 olarak kabul goérmiistiir. D
degeri, asir1 oldugu test edilen degerle, ona en yakin deger arasindaki farktir. R
degeri ise, test edilen gdzlemler de dahil, tiim veriler arasindaki aralik degeridir. Bu
kurala gore, D degeri R degerinin 1/3'line esit veya 1/3'linden yiiksek ise, test edilen

veri hesaba alinmaz.

Varyans homojenitesi ve normal dagilim kontrol edildikten sonra, analitik,
birey ici ve bireyler arasi varyanslar Nested ANOVA kullanilarak analiz edildi.
Elde edilen varyansin %95 giiven araligini belirlemek iizere birey sayisina uygun
olan ve %2.5-%97.5 arasina denk diisen degerler ki-kare tablosundan (99) alinarak

asagidaki formiilde (X2, sag ve sol) yerine konularak hesapland.

(n-1) s* <o® < (n-1)s
Xzsag X250|
( n-1, serbestlik derecesi; s, varyans )

Birey ici ve bireyler aras1 varyanslardan, varyasyon katsayilar1 (coefficients

of variation, CV) (SD/ortalama)x100 seklinde hesaplandi.

RCV, %95 ve %99 icin 2Y2x Z x (CVA?2 + CVi?)¥2 formiilii kullanilarak
hesaplandi.

(2'2 ; ardisik 2 test sonucu oldugu i¢in, z skoru; % 95 olasilik i¢in 1,96 %99
icin 2,54, CVa ; Analitik varyasyon, CV;; Birey ici biyolojik varyasyon.)

Bireysellik indeksi, CVi/CV¢ formiilii kullanilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

Calismaya yas ortalamasi1 41,3 olan 14 erkek ve yas ortalamasi1 40,1 olan 8

kadin olmak tizere toplam 22 goniillii dahil edildi (Tablo 9).

Tablo 9. Caligmaya dahil edilen génillilerin yas araliklar

18-29yas 30-39yas 40—-49yas 50-64yas 65 iizeri yas

Cinsiyet
Erkek 2 4 4 4 -
Kadin 1 3 3 1 -

Goniilliler Avrupa Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi Federasyonu
Biyolojik Varyasyon Calisma Grubu tarafindan belirlenmis dahil edilme ve diglama
kriterlerine gore degerlendirilmis ve bu kriterler dogrultusunda analiz edilen

laboratuvar testlerine ait veriler asagida tabloda (Tablo 10) verilmistir.
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Tablo 10. 22 gondlliye ait laboratuvar verileri
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*eGFR 4 degiskenli MDRD formiilii ile hesaplanmistir. GGT: Gama glutamil transferaz,
ALT: Alanin aminotransferaz, AST: Aspartat aminotransferaz, CK: Kreatin Kinaz,

CRP: C-reaktif protein, eGFR: estimated glomerular filtration rate
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Kreatinin icin;

Tekrarli 6l¢glim ve birey ici 6l¢iim sonuglarinin varyans homojenitesi ve ug
degerleri Cochran C testi ile degerlendirildi. Birey i¢i 6l¢tim sonuglarinin dagilimi
Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilim gostermeyen bireylerde ug
degerler Box-Plot grafigi ile tespit edildi ve 7. hastanin 2 ve 3. hafta dl¢iimleri, 8.
hastanin 8. hafta 6l¢limii, 9. hastanin 8. hafta 6l¢iimii, 11. hastanin 6. hafta 6l¢timii,
12. hastanin 6. hafta ol¢limii ile 19. hastanin 2 ve 3. hafta 6l¢iimleri analiz dist
birakildi. Bireyler arasi 6l¢iim sonug ortalamalarindaki u¢ degerler Dixon-Reed

kriterine gore degerlendirildi ve u¢ deger olmadig belirlendi.

Homojen dagilim gosteren veriler lizerinden Nested ANOVA kullanilarak

tim grup icin CVi ve CVg degerleri hesaplandi.
Beta Trace Protein icin;

Tekrarli 6l¢lim ve birey ici 6l¢lim sonuglarinin varyans homojenitesi ve ug
degerleri Cochran C testi ile degerlendirildi. 21. hastanin 3. hafta sonucu ug deger
oldugu i¢in dislandi. Birey i¢i 6l¢lim sonuglarinin dagilimi Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirildi. 8. ve 19. hastalarda normal dagilim gézlenmedigi igin bu hastalar
caligma disinda birakildi. Cochran C testi ile % 95 anlamlilik diizeyinde hesaplanan
C degeri (0,13474) hedef tablo degeri (0,13570) ile karsilastirildi. Chesap < Ctabio
bulunmasi nedeniyle varyanslarin homojen oldugu kabul edildi. Bireyler arasi
Olgim sonu¢ ortalamalarindaki ug¢ degerler Dixon-Reed kriterine gore

degerlendirildi ve ug¢ deger olmadig: belirlendi.

Homojen dagilim gosteren veriler lizerinden Nested ANOVA kullanilarak

tim grup icin CVi ve CVg degerleri hesaplandi.

Sistatin C igin;

Tekrarli 6lglim ve birey i¢i 6l¢lim sonuglarinin varyans homojenitesi ve ug
degerleri Cochran C testi ile degerlendirildi. 2. hastanin 2 ve 3. hafta sonuglari ile
20. hastanin 1. hafta sonuclar1 u¢ deger oldugu icin dislandi. Birey i¢i Slglim
sonuglarinin dagilimi Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi ve normal dagilim

gozlendi. Cochran C testi ile % 95 anlamlilik diizeyinde hesaplanan C degeri
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(0,13339) hedef tablo degeri (0,13570) ile karsilastirildi. Chesap < Ctablo bulunmasi
nedeniyle varyanslarin homojen oldugu kabul edildi. Bireyler aras1 6l¢iim sonug
ortalamalarindaki ug degerler Dixon-Reed kriterine gore degerlendirildi ve u¢ deger

olmadig belirlendi.

Homojen dagilim gosteren veriler lizerinden Nested ANOVA kullanilarak

tim grup icin CVi ve CVg degerleri hesaplandi.

Tum analitler icin hesaplanan CVa, CVi ve CVg degerleri ile bu veriler
kullanilarak elde edilen RCV ve bireysellik indeksleri asagida tablolarda (Tablo
11,12 ve 13) verilmistir.

Tablo 11. Tum analitler icin hesaplanan CVa, CVive CV¢ degerleri

Analit Denek (n) Numune(n) CVa (%) CVi (%) CV; (%)
Kreatinin 22 212 5,56 3,31 14,50
(5,08 -6,13)* (3,02 -3,68)* (11,15-20,71)*
Sistatin C 22 217 3,48 3,15 12,24
(3,18 —3,84)* (2,87 -3,50)* (9,42 —17,49)*
Beta Trace 20 199 5,37 9,91 14,36
Protein (4,90 -5,96)* (8,98 — 11,05)* (10,92 -20,97)*

*CVa, CVi ve CVg degerleri i¢in %95 giiven araliginda alt ve tst sinirlar. CVa: analitik
varyasyon, CVi: birey ici biyolojik varyasyon, CVe: bireyler arasi biyolojik varyasyon

Tablo 12. Tim analitler i¢in RCV % degeri

Analit Referans Degisim Degeri (RCV)
%95 icin %99 i¢in
Kreatinin 17,94 23,25
Sistatin C 13,01 16,86
Beta Trace Protein 31,24 40,48
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Tablo 13. Tum analitler igin Bireysellik indeksi degeri

Bireysellik indeksi
Kreatinin 0,23
Sistatin C 0,26
Beta Trace Protein 0,69
5. TARTISMA

Klinik laboratuvarlarda ol¢limi yapilan biyolojik belirte¢ diizeyleri,
insanlarda ¢ok sayida hastaligin tarama ve teshisi i¢in degerlendirilmektedir ve bu
degerler klinik karar vermede %70'lere varan diizeylerde katki saglayabilmektedir
(1). Analitik varyasyon ve biyolojik varyasyon; ayni bireyden farkli zamanlarda
alman, ya da farkli bireylerden ayn1 zamanda alinan numunelerdeki analit
konsantrasyonlar: arasinda olusan farkin en temel iki kaynagidir (4). Bireyler-arasi
biyolojik varyasyon (CVg) ve birey-ici biyolojik varyasyon (CVi) olmak tzere iki
bilesenden olusan rastgele biyolojik varyasyon, biyolojik varyasyonun en énemli
pargasidir (100).

Yapilan dl¢itimlerin sayisi, sikligi, siiresi ve toplam degerlendirilen kisi sayisi
gibi bircok faktor CVi hesaplamasini etkileyebilmekte ve birbirinden farkli
sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Ornegin, literatiirde trigliserid
icin %2,3 ile % 31,9, total kolesterol icin % 3,2 ile % 9,0 arasinda degisen CVi
degerleri goriilmektedir (101).

Biyolojik varyasyon ¢aligmalari, uygulamasi uzun siirdiigii ve ciddi kaynaklar
gerektirdigi i¢in zor c¢alismalardir. Bu yiizden, arastirmacilar mevcut verilere
ulagilabilirligi kolaylastirmak i¢in veri bankasi olusturma ihtiyaci hissetmis ve buna

yOnelik veri bankalari olusturulmaya basglanmistir (102, 103).

Yayinlanan makaleler; ¢aligma tasarimi, birey sayist ve sunum teknikleri
acisindan farkl kalitede olabilmekte ve bu da veri tabaninda bulunan her bir analit
icin birbirinden farkli CVidegerlerinin g6zlenmesine neden olabilmektedir (Sekil
10).
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Sekil 10. Yayin sayisi 2-9 arasinda belgelenen her bir analit i¢in maksimum (CVimax) ve

minimum (CVi min) CV; arasindaki oran (104).

(A) CVmax / CVmin 1-2 arasinda olan analitler.
(B) CVmax / CVmin 2-4 arasinda olan analitler.
(C) CVmax / CVmin ile 5-7 arasinda olan analitler.

Ik olarak 1999 yilinda Ricos ve ark. tarafindan biyolojik varyasyon igin
derleme (105) yapilmis ve 2 yilda bir giincellenen bu veri tabani en son 2012 yilinda
giincellenmis ve sonraki giincellemelerin EFML tarafindan yapilacag bildirilmistir

(106).

Biyolojik varyasyon veri tabaninin sekizinci baskisina dahil edilen toplam
358 analitten 202'sine ait veriler tek bir yayindan elde edilmistir. Verilerin 129'unda
2 ile 9, 27'sinde ise on veya daha fazla yayindan veriler derlenmis olup, bu
basimdaki bir analit i¢in yayimlanan maksimum yayimn sayist kirk alt1 yayin ile
serum total kolesterol diizeyi igin verilmektedir (104).

GFR hesaplanmasinda kullanilan kreatinin, sistatin C ve BTP; molekiler

yapilari, maliyet etkinlikleri veya biyolojik 06zellikleri karsilastirildiginda
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birbirlerine gore avantajlar1 ve/veya dezavantajlart mevcuttur. Bu {i¢ parametrenin
biyolojik varyasyonlar1 acgisindan da degerlendirilmesinin gerekli oldugunu
diisiiniiyoruz.

2012 yilinda yapilan son giincellemede ¢aligmamizda yer alan analitlerden
SKrigin 28; serum sistatin C i¢in 4 yayin bulunmakta iken serum BTP icin herhangi
bir yayma rastlanmamistir. Ayrica bu (¢ parametre icin Turk toplumuna ait
herhangi bir ¢alisma da bulunmamaktadir. Biz bu ¢aligmada biyolojik varyasyon
verilerini elde etmek amaciyla 14 erkek 8 kadin goniilliiden 10 hafta boyunca kan
ornekleri topladik ve tek bir analitik oturumda kreatinin, sistatin C ve beta trace

protein icin her bir 6rnegi ¢ift ¢alisilarak her bir analite ait sonuclar: elde ettik.

Calismamiz sonucu elde edilen CVi ve CVe degerleri ile veri tabanindan

elde edilen ortalama degerler asagidaki tabloda (Tablo 14) gosterilmistir.

Tablo 14. Serum Kkreatinin, sistatin C ve Beta Trace Proteinin hesaplanan CV; ve CVg

degerleri ile veri tabanindan elde edilen ortalama degerler

Analit Biyolojik Varyasyon Veri Tabani Calisma Sonuclarimiz
CVi CVs CVi CVs
Kreatinin 5,95 14,7 3,31 14,50
Sistatin C 5,0 13,0 3,15 12,24
Beta Trace - - 9,91 14,36
Protein

CVi: Birey ici biyolojik varyasyon, CVg : bireyler arasi biyolojik varyasyon.

Gowans ve Fraser tarafindan 1988 yilinda yapilan ¢aligmada (107) 7 erkek, 8
kadin toplam 15 saglikli goniilliiden 4 haftalik periyotlarla 40 hafta boyunca kan
ornekleri alinmis ve kreatinin igin CVi ve CVg degerleri sirasiyla 4,1 ve 14,1

bulunmustur.

1998 yilinda Keevil ve ark. (108) tarafindan yapilan 12 saglikli goniilliiniin
dahil edildigi ¢alismada kreatinin i¢in CVi 4,9, CVgise 18,2 bulunmustur.

M. Reinhard ve arkadaglar tarafindan yapilan ve 2009 yilinda yayinlanan
caligmada, 20 saglikli goniilliiden 8 hafta boyunca kan 6rnekleri alinmis, ¢aligma

sonucunda kreatinin icin CVi 4,7, CVg ise 14,4 bulunmustur (109).
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Yapilan bu ii¢ ¢alisma sonucunda Kreatinin icin elde edilen CVi ve CVg
degerleri incelendiginde, kendi ¢alismamizda da benzer sonuglar elde ettigimiz
gortlmektedir. Sonuglar arasindaki kii¢iik farkliliklarin ¢alismalara dahil edilen
gondllulerin demografik verilerindeki farklar ve kadin — erkek sayilari arasindaki
degiskenlikten kaynakli olabilecegini diisiinmekteyiz. Bilindigi gibi plazma
kreatinin konsantrasyonu cinsiyet, yas, irk, kas kutlesi gibi bir ¢ok faktdrden
etkilenmektedir. Ayrica yayinlanan eski ¢alismalarin aksine, biyolojik varyasyon
caligma grubu tarafindan yayinlanan kritik kontrol listesi standartlarinda bir ¢alisma
tasarimi yaptigimiz i¢in elde ettigimiz sonuglar literatiirdeki bir ¢ok sonugtan daha

diisiik ve daha hassas oldugunu diisiiniiyoruz.

M. Reinhard ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ayni c¢alismada hafif-orta
siddette bobrek yetmezligi olan 19 hasta iizerinden Kreatinin igcin CVi degeri
hesaplanmis ve 8,9 bulunmustur. Bu durum spesifik hastaliklar i¢in biyolojik

varyasyon verilerinin tiiretilmesi ihtiyacini agik¢a ortaya koymustur.

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz CVa, CVi ve CVg degerlerini
kullanarak kreatinin igin RCV ve Il degerlerini hesapladik. RCV, bir bireyden farkl
zamanlarda elde edilen orneklerin seri Ol¢limleri yapildiktan sonra elde edilen
degerlerin tamami referans araligin i¢inde ya da disinda olsa bile her bir deger
arasindaki farkliligin klinik agidan dneme sahip olup olmadiginin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bireysellik indeksi ise topluma dayali referans araliklarinin
uygunlugunun tespitinde kullanilmaktadir. 11 = 0,23 oldugu i¢in, kreatininin yiksek
bireysellik gosterdigini ve topluma dayali referans araliklarinin kullaniminin
yaniltic1 olabilecegini sdyleyebiliriz. Bunun yerine hastalarin klinik durumunun
takibinde, hesapladigimiz RCV = %17,94 degerinin kullanilmasinin yararli

olacagini diistinmekteyiz.

SKr ol¢iimu klinik laboratuvarlarda en ¢ok istenen testlerden birisidir (110).
Kreatinin 6l¢cimi, GFH tahmini i¢in kullanilabilir ve bobrek fonksiyonunun
degerlendirilmesi ve izlenmesi i¢in kolay, erisilebilir ve uluslararasi kabul gormiis
bir yontem sunmaktadir (111). Kullanilan farkli 6l¢lim metotlarinin hesaplanan
biyolojik varyasyon verileri lizerinde farkliliklar yaratabilecegi diislinlilmiis ve bu

amagcla Carabone ve ark. (112) tarafindan 2017 yilinda yapilan ¢ok merkezli bir
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caligmada biyolojik varyasyon verileri iki farkli kreatinin Olglim yontemi
kullanilarak hesaplanmistir. Bu ¢alismada, kreatinin i¢in CVi ve CVg tahminleri,
farkli Avrupa {ilkelerinden saglikli bireylerden olusan c¢ok uluslu bir grubun
serumlar1 kullanilarak elde edilmistir. Enzimatik ve Jaffe olmak tizere kullanilan
iki farkli yontemde de benzer biyolojik varyasyon verileri elde edilmistir.
Enzimatik yontem icin CVive CVgsirasiyla 4,4, 17,1 iken Jaffe yonteminde 4,7 ve
19,0 bulunmustur. Her iki yontem i¢in elde edilen sonuglar veri tabaninda bulunun
tiim ¢alismalarin ortalamasindan daha diisiiktiir. Ancak ¢alisma sonucunda Jaffe ve
enzimatik yontemlerde farkli RCV degerleri hesaplanmistir. Takip eden sonuglarin
farkli analitik sistemlerden elde edildigi durumlarda, boyle farkliliklar seri
sonuclarin klinik agidan yorumlanmasint zorlastirabilir ve bu farklar eGFR

tahminiyle ilgili giiven araliklarini etkileyebilecektir.

1998 yilinda Keevil ve ark. (108) tarafindan 7 erkek, 5 kadin toplam 12
saglikli goniillii tizerinde yapilan ¢alismada sistatin C i¢in CVi 13,3, CVgise 8,1
bulunmustur. Bu ¢alismanin uzun yillar 6nce yapilmis olmasi nedeniyle mevcut
gereksinimleri karsilamadigi diisiiniiyoruz. Bununla birlikte biz ¢alisma dizayni ve
stirecimizi, Avrupa Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibb1 Federasyonu (EFLM)
tarafindan kurulan Biyolojik Varyasyon Calisma Grubu (BVWG) tarafindan
yayinlanan kritik kontrol degerlendirme listesini géz oniine alinarak planladigimiz

icin daha hassas sonuglar elde ettigimizi diislinliyoruz.

Sistatin C i¢in veri tabaninda bulunan 4 yaymin sonuglar1 asagida tabloda

(Tablo 15) verilmistir.
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Tablo 15. Sistatin C igin veri tabaninda bulunan 4 yayindan elde edilen CVa, CVj ve CVg

degerleri.
Referans Bizim (108) (113) (114) (115)
saghkh birey Caligmamiz 12 10 13 31
sayisi (n)
CVa 3,48 8,9 2,5 1,3 -
CVi 3,15 13,3 4,5 4,5 5,4*
CVe 12,24 8,1 13,0 - -

*analitik varyasyon dahil. CVa: analitik varyasyon, CVi: birey i¢i biyolojik varyasyon,

CVe: bireyler arasi biyolojik varyasyon.

Calismamizdan elde edilen sonuglarla veri tabanindan alman sonuglar
karsilastirildiginda genel olarak bir uyum oldugu goriilmiistiir. Sonuglar arasindaki
ufak farkliliklarin ¢alismalara dahil edilen katilimci sayisi, 6l¢im prosedurleri
arasindaki farkliliklar gibi nedenlerden kaynaklandigini diisiiniiyoruz. Sistatin C’ye
ait dort calismanin sonuglart da nefelometrik 6l¢iim yontemiyle elde edildigi igin,
farkli 6lglim ydntemlerinin, sonuglar Uzerindeki etkisine yonelik herhangi bir
degerlendirme yapmak dogru olmayacaktir. Ancak literatiirde tirbidimetrik ve
nefelometrik yontemle elde edilen sonuglarin uyumlu oldugunu gosteren yayin da

mevcuttur (116).

Sistatin C icin elde edilen CVa, CVi ve CVg degerleri kullanilarak RCV ve
Il hesapladik. Bireysellik indeksi 0,26, RCV ise %13,01 bulunmustur.

Sistatin C i¢in hesapladigimiz bireysellik indeksi 0,6’dan kii¢iik oldugundan
yiiksek oranda bireysellik gostermesi nedeniyle anlamli kabul edilen degisikliklerin
belirlenmesinde, popiilasyona dayali referans araliklarin yerine bireye dayali

referans araliklarin veya RCV kullaniminin daha yararli olacagini diisliniiyoruz.

BTP igin veri tabaninda bugiine kadar yapilmis herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismayla biyolojik varyasyon veri tabanina dahil edilmek
Uzere BTP i¢in ilk sonuglari elde etmis olduk. Calismamiz sonucunda BTP igin CVi
degeri 9,91, CVg ise 14,36 bulunmustur. Degerlerin birbirine yakin bulunmasi
molekiiliin 6nemli 6l¢lide dogal varyasyona ugramadigi ve belirgin bireysel 6zellik

tasimadigi seklinde yorumlanabilir.
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BTP’nin diger parametrelere gore daha fazla biyolojik varyasyona sahip
olmasi viicut sivilarindaki (beyin omurilik sivisi, seminal plazma, plazma ve idrar
gibi) dagiliminin genis olmasmin yani sira beyin, retina, melanositler, kalp ve
bobrekler gibi bircok dokudan sentezlenmesi olabilir (117). Tiroid fonksiyon
bozukluklari, hepatik fonksiyon bozukluklari, enfeksiyon gibi bir ¢ok patalojik
durumdan etkilendigini gosteren calismalar bulunmaktadir. Yar1 omriiniin kisa
olmasi bu parametrenin dinamik oldugunun bir gostergesi olup, gozlenen ylksek
varyasyonun nedeni olabilecegini diisiindiirdii. BTP’nin fizyolojik 6zelliklerinin
yani sira analitik varyasyon yaratabilecek 0zellikleri de mevcut olabilir. BTP ile
ayn1 reaksiyonu Kkatalizleseler de, katalitik Ozellikleri, aminoasit sekanslari,
evrimsel kokeni, hiicresel lokalizasyonu gibi farkliliklara sahip ikinci bir
prostaglandin D sentaz alt tipinin olmast sonuglardaki yiiksek degiskenligin bir
kaynag olabilir (117). Elde edilen sonuglarin dogrulanabilmesi i¢in fizyolojik ve
analitik Ozelliklerinin detaylandirilarak bu parametre igin daha fazla calismanin

yapilmasina ihtiyag vardir.

Bir¢ok analitin anlamli bireysellik gostermesi nedeniyle kisilerin saglik
durumlarindaki  degisikliklerin ~ degerlendirilmesinde  biyolojik  varyasyon
verilerinin kullanilmasi yararli olacaktir. Biz ¢alismamizda BTP i¢in RCV’yi %
31,24, bireysellik indeksini ise 0,69 bulduk. Bu bulgular bize BTP dizeyindeki
degisimi yorumlamak icin mevcut kit ile dl¢limlerde topluma dayali referans
araliklarin kullanilabilecegini gostermis olsa da BTP i¢in kullanillan referans
araliklar bireydeki anormal degisimlere hassas olacagindan hasta takibinde RCV

degerleri kullanilabilir.

Yapilan ¢alismalarda 6nemli degisiklikleri dnceden saptayabilmek amaciyla,
RCV’nin hesaplanmasinda kullanilan CVi’nin spesifik hastaliga sahip bireylerde de
belirlenmesinin daha uygun olacag ifade edilmistir (118). Sistatin C'nin biyolojik
varyasyonu, saglikli bireylere gére bobrek yetmezligi olan bir popiilasyonda ¢ok
daha az arastirllmistir. GFR duzeyleri normal ile ilimli bozukluk arasinda degisen
29 Tip 1 diyabetli hastanin dahil edildigi bir ¢alismada SKr ve serum sistatin C’nin
CVidegerleri birbirine benzer bulunmustur (sistatin C % 8,9, kreatinin % 9,9) (119).
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Daha 6nce yapilmis iki ¢alismada, bobrek nakli sonrasi 20 ¢ocuk ve bobrek
ve/veya karaciger transplantasyonu sonrasi 30 erigkinde serum sistatin C ve
kreatinin icin CVi arastirilmistir. Her iki ¢alismada da ortalama CVi degerleri
sistatin C’de kreatinine gore daha yiiksek bulunmustur (sistatin C % 16,0, kreatinin
% 8,9) (120, 121). Hasta grubunda daha yiksek varyasyon goézlenmesinin,
muhtemelen hidrasyon durumu, mindr hastalik gibi GFR’yi etkileyen nedenlerle
aciklanabilecegi sOylenmistir. Ancak ¢alisma doneminde GFR’yi altin standart
yontemle Ol¢cemediklerinden bu iki biyobelirtecten hangisinin GFR’de ki
degisiklikleri daha dogru yansittigina yonelik bir bulgu elde edilememistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda Kreatinin ile karsilastirildiginda, sistatin C,
saglikli bireylerde veya orta derecede bobrek yetmezligi olan hastalarda, bobrek
fonksiyonunun seri olarak izlenmesine yonelik herhangi bir avantaj saglamamustir.
Bununla birlikte, sistatin C, muhtemelen degisen kas kiitlesi olan (yani, uzun siireli
immobilizasyon, kas hastalig1 veya fel¢ olan hastalar ve ¢ocuklar) durumlarda
bobrek fonksiyonlarinin seri olarak izlenmesi agisindan daha avantajli bir
parametredir. Ancak hem kreatinin hem de sistatin C i¢in buldugumuz 0,6’dan
kiigtik IT degeri, her iki parametrenin de yiiksek bireysellik gosterdigi sonucunu

desteklemektedir.

Bundan sonra yapilacak caligmalar, EFLM Biyolojik varyasyon calisma
grubu tarafindan belirlenen standartlara uygun olarak yapilirsa elde edilen sonuglari

birbiriyle kiyaslamak daha kolay olacaktir.
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6. SONUCLAR

Veri tabanindaki mevcut verilerin Avrupa Klinik Kimya ve Laboratuvar
Tibb1 Federasyonu Biyolojik Varyasyon Calisma Grubu tarafindan belirlenen yeni

kriterlere gore giincellenmesi ihtiyacini g6z oniine alarak bu ¢aligmay1 planladik.

Calismamizin BTP i¢in literatiirde daha once yapilmis herhangi bir ¢calisma
olmamasi nedeniyle bundan sonraki ¢alismalar ig¢in yol gosterici olacagini
diistinliyoruz. Ayrica uluslararasi literatiirde Kreatinin, sistatin C ve BTP’nin bir
arada degerlendirildigi bir ¢alisma da bulunmamaktadir. Tirk populasyonu
agisindan degerlendirdigimizde de aragtirmamiz bu (¢ parametrenin bir arada

degerlendirildigi ilk ¢caligma olma niteligindedir.

Tibbi laboratuvarlar olarak iirettigimiz sonuglar hastalarin klinik seyrini
degerlendirirken klinisyenler i¢in 6nemli bir yol gosterici olabilir. Hastalarin tani,
tedavi ve takibini igeren siireci dogru yonetebilmek igin biyolojik varyasyon
verilerinin rutin hizmet veren tiim laboratuvarlarda kullanilmasi gerektigini
diistinmekteyiz. Sadece biyolojik varyasyon verileri degil, bu veriler kullanilarak
hesaplanan bir bireyden farkli zamanlarda elde edilen orneklerin seri 6lgiimleri
yapildiktan sonra elde edilen degerlerin tamami referans araligin iginde ya da
disinda olsa bile her bir deger arasindaki farkliligin klinik agidan 6neme sahip olup
olmadiginin belirlenmesinde kullanilan RCV ve topluma dayali referans
araliklarinin  uygunlugunun tespitinde kullanilan II’'nin de yakin gelecekte

laboratuvar pratigine girebilecegini diisiiniiyoruz.
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