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KISALTMALAR

3,5-DiBr-PAESA
A

AAS
AH
ALS
APP
ATOX1
ATP
ATP7A
ATP7B
CCSs
COX17
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DMT1
GSH
HH
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MH
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TV
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: 4-(3,5-Dibromo-2-piridilazo)-N-etil-N-(3-sulfopropil)anilin
: Absorbans

: Atomik absorpsiyon spektrometrisi
. Alzheimer hastalig1

: Amyotrofik laterla skleroz

: Amiloid prekiirsor protein

: Antioksidan 1 bakir saperonu

: Adenozin trifosfat

: Bakar tasiyict ATPaz alfa

: Bakar tasiyic1t ATPaz beta

: Stiperoksit dismutaza bakir tagiyici saperon
: Sitokrom c oksidaz bakir saperonu
: Bakar tastyici protein 2

: Varyasyon katsayisi

: Divalent metal tasiyict 1

: Glutatyon

: Huntington hastalig1

- Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometer
. En diisiik tespit limiti

. En diisiik tayin limiti

: En diistik raporlanabilir limit

- Menkes hastaligi

: Oksipital boynuz sendromu

: Parkinson hastalig1

: Korelasyon katsayisi

: Referans limiti

: Standart sapma

: standart hata

- Stiperoksit dismutaz

: Transmitans

: Toplam analitik hata

: Kabul edilebilir toplam hata

- Hedef deger

: Olgiim belirsizligi

: Varyans

: Wilson hastalig1

: 2-(2-(((2-Hidroksi-5-sulfofenil)diazenil)(fenil)metilen)
hidrazinil) benzoik asit



SEMBOLLER

Co
CoCl2
Cu
CuCl,
CuSO4

: Konsantrasyon
: Kobalt

: Kobalt (II) kloriir
: Bakir

: Bakar (1) kloriir
- Bakar (I) stilfat
: Desilitre

: Molar absorpsiyon katsayisi
: Demir

: Demir (II) siilfat
: Gram

: Hidroklorik asit
- Nitrik asit

- Stilfiirik asit

: Molar

: Mikrogram

: Mikrolitre

: Mikromolar

: Milimolar

- Litre

: Mililitre

: Isik yolu

: Cinko

- Cinko siilfat
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TAM OTOMATIK BAKIR OLCUM KITININ GELiSTIRILMESI

OZET

Klinik kimya hastaliklarin tan1 ve tedavisinde uygulanan tetkiklerle ilgilenir. Tip
alaninda uygulanan laboratuvar testlerinin temelini otomatize analizdrler
olusturmasina ragmen bir ¢ok analitin tayini hala otomatize sistemlere uyumlu hale
getirilememistir. Bakir tayininde otomatize bir teknik olmayan atomik absorpsiyon
spektrometrisi (AAS) yaygin olarak kullanilmaktadir. AAS her laboratuvarda siirekli
uygulanan, kolay ulasilabilir bir teknik degildir ve yapilacak dlgiimler i¢in drneklerin
dis laboratuvarlara gonderilmesi gerekmektedir. Orneklerin dis laboratuvarlara
gonderilmesiyle tetkikin sonucunun doktora ulasmasi gecikmekte ve tetkik maliyetleri
artmaktadir.

Eser elementlerin pratik yontemlerle 6lciilebilmesi ve miktarlarinda gerceklesen
degisimlerin takip edilebilmesi onemlidir. Bu elementler, ¢cok 6nemli fizyolojik
olaylarda gorev alan enzimlerin yap1 ve fonksiyonunda gdrevlidir. Bakir, demir
metabolizmasi, hiicresel solunum, serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi, bag
doku elemanlarinin, norotransmitter maddelerin sentezi ve sinir sisteminde sinyal
iletimi basta olmak tizere bir ¢cok metabolik yolakta anahtar rolii oynayan enzimlerin
yapisinda bulunur. Bakir metabolizmasindaki bozukluklar, eksikliginde ve
fazlaliginda ciddi klinik bulgularin gorildiigii bir cok hastaliga sebep olur.

Bu calismada, AAS’ye ve piyasada kullanilan fakat verimli olmayan otomatize
yontemlere alternatif olarak dogru sonuglar veren, raf dmrii ve cihaz tizerinde kullanim
sliresi uzun otomatize bir kolorimetrik bakir 6l¢iim kiti gelistirilmesi ve gelistirilen
yontemin klinik kullanima uygunlugunun degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Amaca yonelik olarak manuel ve otomatize spektrofotometri teknikleri kullanilarak
reaktifler gelistirilmis ve bu reaktiflerin klinik kullanima uygunlugunun
degerlendirmesi i¢in performans ve stabilite degerlendirmeleri gerceklestirilmistir

Gelistirilen yontemin %CV degeri 2’nin altinda, hata degeri -1 ile 1 arasindadir.
Yontem karsilastirma c¢aligmalarinda AAS ile 0.96 oraninda korelasyon
gbzlemlenmistir. Yapilan regresyon analizi sonucu elde edilen r? degeri 0.95tir. LoB
0.178 pg/dl, LoD 0.607 pg/dl, LoQ 3.207 pg/dl, toplam analitik hata 1.89, sigma 3.62,
Olctim belirsizligi 2.87, genisletilmis 6l¢iim belirsizligi 5.74 olarak tespit edilmistir.
Yontem 4-1000 pg/dl araliginda dogrusaldir. Carry-over gézlemlenmemistir. Cinko,
magnezyum, kobalt ve demir iyonlar1 6l¢iimlerde interferense sebep olmamaktadir.
Raf omrii en az 6 ay, cihaz iizerinde kullanim siiresi en az 30 giin olarak tespit
edilmistir. Referans araligi 91-185 pg/dl olarak belirlenmistir. Kesinlik, dogruluk,
yontem karsilastirmasi, tespit kabiliyeti, dogrusallik, carry-over, girisim, raf dmrii ve
cihaz {iizerinde kullanim siiresi degerlendirilen yontemin klinik kullanima uygun
oldugu, altin standart yontemle korele sonuclar verdigi ve benzer kitlerden daha iistiin
performans sergiledigi gdzlemlenmistir. Ulkemiz sartlarinda iiretimi miimkiin diinya
standartlarinda performans sergileyen yeni bir dl¢lim yontemi gelistirilmistir.

Anahtar kelimeler: bakir, oto-analizor, kolorimetri, performans degerlendirmeleri
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FULLY-AUTOMATED COPPER MEASUREMENT KIT
DEVELOPMENT

SUMMARY

Clinical chemistry deals with laboratory tests performed for diagnosis and treatment
follow-up of diseases. Laboratory tests performed in medicine are heavily based on
automated analyzers, however, analysis of many analytes have not yet been adapted to
automated systems. For analysis of copper in biological fluids, AAS, a non-automated
and not easily available technique is widely used. AAS is a technique that is not easy-
to-perform and readily available in most hospital’s routine clinical chemistry
laboratory. Therefore, samples are transported to outside laboratories for copper
measurement. This transport increases the costs and causes a delay in report of results
to the requesting physician.

Quick and easy analysis and follow-up of levels of trace elements is important. These
elements carry very important roles in function and structure of key enzymes in
important metabolic pathways. Copper plays key roles in many metabolic events such
as iron metabolism, cellular respiration, free radical detoxification, synthesis of
connective tissue elements and neurotransmitters, and neuronal signaling. Disorders
of copper metabolism result in diseases with devastating clinical findings in case of
deficiency and accumulation of copper.

In this study, development and perfromance evaluations of a new reliable and stable
automated clinical chmeistry method for copper measurement was aimed as an
alternative to AAS and unstable and unreliable colorimetric techniques.

Automated spectrophotometry techniques were used for this purpose. New reactives
were developed and the performance of the new technique was analyzed for suitability
in clinical use. CV% was lower than 2, bias was between -1 and 1. 0.96 correlation
was observed with AAS. R? was 0.95 on regression analysis. LoB 0.178 pg/dl, LoD
0.607 pg/dl, LoQ 3.207 pg/dl were observed. Total analytical error was 1.89, sigma
was 3.62, combined measurement uncertainty was 2.87 while expanded measurement
uncertainty was 5.74. The method is linear between 4-1000 pg/dl. No carry-over effect
was observed. No interference with zinc, magnesium, cobalt and iron ions were
observed. Shelf-life is at least 6 months, and on-board stability was at least 25 days.
Reference interval is 91-185 pg/dl. The method is suitable for clinical use.

A new method with performance suitable for global standards and producible in
Turkey is developed.

Keywords: copper, automated analyzers, colorimetry, performance evaluation
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1. GIRIS ve AMAC

Saglik alaninda yapilan uygulamalarin tamamina yakini mutlaka laboratuvar
tetkikleriyle desteklenmektedir. Dolayisiyla, bu tetkiklerin gerceklestirilmesi ve
sonuglarin raporlanmasiyla ilgilenen Klinik Biyokimya bilimi hastaliklarin tanist ve
tedavi takibinde onemli bir yere sahiptir. Yapilan tetkikler esnasinda cok g¢esitli
cihazlar ve yontemlerden faydalanilir. 1970’lerde baslayan klinik kimya
analizorlerinin otomatize hale getirilmesi, 6n islemlerin ve insan eliyle yapilan
uygulamalarin miimkiin oldugunca ortadan kaldirilmasina yonelik caligsmalarla
diinyanin her yerindeki laboratuvarlarda kolayca ve giivenilir sekilde uygulanabilecek
otomatize sistemlere uyumlu tekniklerin gelistirilmesi Klinik Biyokimya alaninda
onemli bir yere ulasmustir [1]. Tip alaninda uygulanan laboratuvar testlerinin temelini
otomatize analizorler olustursa da bir ¢ok analitin tayini hala otomatize sistemlere

uyumlu hale getirilememistir.

Klinik kimya analizérlerinde agirlikli olarak spektrofotometrik 6l¢iim yontemlerinden
faydalanilir. Bakir tayininde kolorimetrik otomatize metotlarin stabil ve giivenilir
olmamasi sebebiyle daha ¢ok altin standart yontem olarak tanimlanan otomatize bir
teknik olmayan atomik absorpsiyon spektrometrisi (AAS) kullanilmaktadir [2, 3].
AAS her laboratuvarda siirekli uygulanan, kolay ulasilabilir bir teknik degildir ve
yapilacak Olclimler i¢in Orneklerin siklikla dis laboratuvarlara gdénderilmesi
gerekmektedir. Orneklerin dis laboratuvarlara gonderilmesiyle maliyet ve is yiikii
artmakta, ayni zamanda da sonuglarin tetkiki isteyen doktora iletilme siiresi
uzamaktadir. Son yillarda, oksidatif stres ve eser elementlerin roliiyle ilgili
caligmalarin artmasiyla hastaliklarin etiyolojisinde bakirin, 6zellikle noro-dejeneratif
hastaliklar basta olmak iizere, bir ¢ok hastalikta onemli bir rol oynadigi ortaya
koyulmustur [4, 5]. Eser elementlerin pratik yontemlerle Olciilebilmesi ve

miktarlarinda gerceklesen degisimlerin takip edilebilmesi bu sebeplerle 6nemlidir.

Calismamizda, AAS’ye ve piyasada kullanilan fakat verimli olmayan otomatize
yontemlere alternatif olarak dogru sonuglar veren, raf 6mrii ve cihaz tizerinde kullanim

sliresi uzun otomatize klinik kimya analizorleri ile uygulanacak bir bakir 6l¢iim kiti
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gelistirilmesi  ve  gelistirilen  yontemin  klinik  kullanima  uygunlugunun
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Belirlenen amag¢ dogrultusunda, bakir iyonlarinin
spektrofotometrik olarak 6l¢iimiinii miimkiin kilan kromojen molekiillerin en yiiksek
sinyalleri verecegi reaksiyon ortaminin belirlenmesi amaciyla ¢aligsmalar yapilmistir.
Reaksiyon ortaminin elemanlar1 olarak tampon bilesenleri, surfaktanlar, denatiiran ve
katalizorler degerlendirilmistir. Elde edilen reaktifle performans ve stabilite

degerlendirmeleri gerceklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Klinik biyokimya saglikta ve hastalikta biyokimyasal mekanizmalarin, tani, ayirici
tan1 ve prognoz tayinindeki testlerin se¢imi, teknigi, analiz sonug¢lariin yorumlanmasi
ve klinisyenlerin konsiiltasyonunu da igeren, tibba 6zgiin bir laboratuvar bilimidir [6].
Klinik biyokimya laboratuvarlarinda, biyolojik materyallerde, hastaliklarin tanisi,
ayirict tanisi, siddetinin belirlenmesi, sagaltiminin izlenmesi, bulgu vermeyen bir
hastaligin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla laboratuvar analizleri yapilir. Bu analizler
yapilirken ¢ozelti igerisinde aranan maddenin Ol¢limiinii miimkiin kilan kimyasal

maddeler i¢eren karisimlar kullanilir ve bu karisimlara kit ad1 verilir.

Hastaliklarin tanisi, ayirici tanisi ve takibinde yapilan biyokimyasal testlerin sayis1 ve
niteligi her gecen giin artmakta, biyokimyasal analizler manuel metotlarla degil, biiyiik
oranda ileri teknolojilerin kullanildig1 otomatize analizérler olarak adlandirilan cesitli
cihazlar ve otomasyon sistemleri kullanilarak yapilmaktadir. Viicut sivilarinda bakir
Ol¢limii i¢in yaygin olarak kullanilan atomik absorpsiyon spektrometrisi (AAS) pratik
ve kolay ulasilir olmaktan uzaktir. Bakir eksikligi ve toksisitesi dnemli klinik bulgular
olan bir durumdur. Bu nedenle, hastalarin bakir diizeylerinin pratik ve kolayca
ulagilabilen bir yontemle takip edilebilmesi 6nemlidir. Her hastanenin rutin biyokimya
laboratuvarinda bulunan otomatize analizorlerde bakir dlgiimiiniin yapilabilmesi bu

sebeple 6nem tasimaktadir.

2.1 Elementlerin Simiflandirilmasi

Insan viicudunda bulunan elementler viicutta bulunduklari ve giinliik diyetle alinmasi
gereken miktarlara gore makro elementler ve mikro (eser) elementler olarak ikiye
ayrilir. Makro elementler insanda en az 5 gram bulunan elementler olarak

tanimlanirken, 5 gramdan az bulunanlar eser elementler olarak adlandirilirlar [7].

Eser elementler, viicut sivilarinda pg/l, dokularda pg/g diizeylerinde bulunur. Bu
elementler; demir, iyot, kobalt, ¢cinko, mangan, krom, molibden, vanadyum, brom,

flor, kadmiyum, kursun, strontiyum, lityum ve kalay olarak siralanabilir [6].



Diyetle alim1 kisitlandiginda organizmanin normal igleyisinin bozulmasina ve saglik
tizerinde cesitli etkiler gdzlenmesine sebep olan elementler esansiyel elementler olarak
adlandirilir. Bu elementlerin eksikliginin sebep oldugu bulgular genelde elementin
yapisinda ve fonksiyonunda goérevli oldugu bilinen enzimlerin gergeklestirdigi
reaksiyonun aksamasindan kaynaklanir [8]. Esansiyel eser elementler demir, ¢inko,

bakir, kobalt, iyot, molibden ve selenyumdur [9].

Demir metabolizmasi, anti-oksidan savunma, noropeptitlerin sentezi ve bagisiklik
sistem fonksiyonlar1 gibi ¢ok 6nemli metabolik olaylarda gorevli cesitli enzimlerin
caligmasinda vazgecilmez gorevleri olan bakir 6nemli bir esansiyel elementtir [10].
Bakirin metabolizmadaki esansiyel rolii ilk olarak 1920’lerde yapilan hayvan

deneyleriyle ortaya koyulmustur [11].

2.2 Bakir

Bakir, tiim canli organizmalarin isleyisinin siirdiiriilebilmesinde ¢ok 6nemli gorevleri
olan enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinda yer alan bir esansiyel eser elementtir. Bakirin
redoks aktif bir element olusu elektron transfer reaksiyonlarinda onemli bir rol
oynamasina sebep olur. Bir ¢ok enzim gérevini gergeklesetirebilmek igin bakirin, Cu*
ve Cu?* formlar1 arasinda yapabildigi redoks gecisten faydalanir [12]. Seriiloplazmin,
sitokrom ¢ oksidaz, lizil oksidaz, tirozinaz, dopamin hidroksilaz ve siiperoksit
dismutaz bakirin yapisinda ve fonksiyonunda gorevli oldugu enzimler arasindan en
onemlileridir [13, 14]. Insanda gorevli 6nemli bakir proteinlerinin bazilari Tablo

2.1’de 6zetlenmistir.

Hiicresel bakir tasiyicilarindaki mutasyonlarin sebep oldugu hastaliklarla ilgili yapilan
caligmalarla insan metabolizmasinda bakirin rolii daha da iyi anlasilmistir [15]. X
kromozomuna bagli Menkes hastaligi ATP bagimli bir bakir tasiyicist olan ATP7A
geninde gergeklesen mutasyon sonucu goriiliir. Bu mutasyonu tasiyan ¢ocuklarda
bakir eksikligi, hipotermi, ndronal dejenerasyon, gelisim ve zeka geriligi, sag, deri ve
bag doku anomalileri, kemik yapisinin saglam olmayisi, aort ve diger biiyiik arterlerin
yapisindaki elastik liflerin yirtilmalara ve parcalanmaya meyilli olusu gibi vaskiiler
anomaliler kendisini gosterir ve bu ¢ocuklar genellikle dort yasina gelmeden Gliirler
[16, 17].



Tablo 2.1 : Memelilerde bulunan bazi 6nemli kuproenzimler

Enzim Ismi Bulundugu yer  Gorevi Kaynak

Ferroz iyonlarinin (Fe*) ferrik
Seriiloplazmin Plazma ) [15, 18, 19]
iyonlarina (Fe®*) oksidasyonu

Cu/Zn stiperoksit ~ Sitoplazma ve Serbest radikallerin

. . : " [20-23]
dismutaz mitokondri detoksifikasyonu
Tirozinaz Melanositler Melanin pigmenti sentezi [18, 24]
) ) Mitokondri i¢ ] )
Sitokrom oksidaz Elektron transport sistemi [17, 25-27]
membrani
Dopamin-beta- o _ _
Sinir uglari Norotransmitter sentezi [28-30]

hidroksilaz

Enzimatik fonksiyonlarin gerceklestirilmesinde dnemli olan bakirin redoks aktivitesi
ayni zamanda bakirin potansiyel olarak toksik ozellik gostermesine de sebep olur.
Bakir, serbest radikal olusumuna ve dolayisiyla DNA, lipit, protein ve diger
biyomolekiillerin hasar gormesine sebep olabilir [31, 32]. Bu sebeplerden dolay1 bakir
serbest olarak bulunamaz, her zaman c¢esitli yapilarla kompleks halindedir [33, 34].
Bakir toksisitesinin sonuglart ATP7B mutasyonundan kaynaklanan Wilson
hastaliginin kesfedilmesi ve mekanizmasinin anlasilmasiyla ortaya koyulmustur [5,

35].

Insan viicudunda 1.4-2.1 mg/kg diizeylerinde bakir bulunur [10]. Gidalarla alinan
bakir, enterositler tarafindan baslica duodenumda emilir [36, 37]. Giinliik bakir
ihtiyaci yetigskinlerde 0.70 mg/giin, ¢ocuklarda 0.26-0.68 mg diizeylerindedir [38].
Enterositler tarafindan emilen bakirin kullanilmasi ve diizenlenmesinde birincil olarak
rol oynayan organ karacigerdir. Karaciger, bakirin viicuttaki miktarini, serum ve

dokulardaki bakir dagilimini ve fazla bakirin viicuttan uzaklastirilmasini kontrol eder
[39].

2.2.1 insanda bakir metabolizmasi

Insan viicudunda bakir cogunlukla proteinlere bagl olarak bulunur ve serbest bakir
miktarinin hiicre basina 1 atom diisecek kadar az oldugu bildirilmektedir [34].
Dolasimda bulunan bakir plazma proteinleri tarafindan taginir. Plazmadaki bakir

tastyici proteinler seriiloplazmin, albumin ve transkupreindir. Seriiloplazmin bakirin



%70 kadarini tagirken, kalan %30’un ¢ogunlugu albumin tarafindan olmak iizere

plazma proteinleri tarafindan taginir (Tablo 2.2) [40].

Tablo 2.2 : Insan plazmasinda bakir tasmnmasini saglayan yapilar.

Plazma proteini Tas1dig1 bakir orani
Seriiloplazmin %65-70

Albiimin %12-18
Transkuprein %9

Aminoasit ve kii¢iik peptitler %7

Diger %3

Memeli hiicreleri tarafindan bakirin hiicre igine nasil alindigi heniiz tam
aydinlatilamamistir. Plazma proteinleri tarafindan tasman Cu?* plazma membraninda
bulunan tastyicilara iletilmekte ve rediiktaz gorevi olan enzimler tarafindan Cul*’e
dontistiiriilerek hiicre igerisine alindigi 6ngoriilmektedir [41]. Metalorediiktazlar
ailesinden Steap 3 ve 4 proteinlerinin 6zellikle hepatosit ve embriyonik fibroblast
hiicrelerinde bakirin rediiksiyonunu gergeklestirdigi gézlemlenmistir [41, 42]. Bakirin
hiicre i¢ine alinmasit esnasinda gorev yapan birincil protein hCtrl olarak
tanimlanmistir, fakat bobrek, karaciger ve meme dokusu hiicrelerinde farkli bakir
tastyici proteinlerin varligi da tespit edilmistir [43, 44]. Divalent metal transporter 1
(DMTT1) ve Ctr2 bakir tasiyici olarak gorev yaptigi gosterilen diger proteinlerdir [26,

28, 45].

Hiicre igerisine alinan bakir, metal saperon proteinler olan ATOX1 ve CCS’ye baglanir
ve hiicre i¢inde kullanilacaklar yerlere gonderilmek {izere vezikiillere yiiklenir [46].
Son donemde yapilan caligmalarda, Ctrl ile saperonlarin direk bir iligkisinin
bulunmadigi glutatyonun (GSH) hiicre i¢ine bakir girisinden sonra bakir ilk kabul
eden molekiil oldugunu destekleyen bulgular elde edilmistir [47]. Yapilan in vitro
calismalarla elde edilen sonuglar, glutatyondan saperonlara bakir aktarimini éngdren
bir model 6ne siirmektedir [27, 29]. CCS bakir/¢inko siiperoksit dismutaz enzimine
bakir aktarimini, COX17 ise sitokrom c oksidazin yapisindaki bakirin enzimle

birlesmesini saglayan saperonlardir [48]. ATOX1 bakir ATPazlar olarak adlandirilan



ATP7A ve ATP7B’ye bakir aktariminda birincil rol oynamaktadir [30]. Bu ATPazlar

bakirin safraya atilmasi ve fazla bakirin hiicre digina gonderilmesinde gorevlidir [49].

Bakir ATPazlar1 bakirin tasinmasi ve fizyolojik gorevlerini yerine getirmesinde kritik
bir 6neme sahiptir [23]. Bu iki tasiyici protein bakirin Kuproenzimlerin yapisindaki
yerini almasi i¢in sekretuvar yolaga gonderilmesi ve fazla bakirin hiicreden
uzaklastirilmasi olarak ikili gérevi sayesinde organizmanin bakir homeostazinda rol
oynar [50]. ATP7A peptidilglisin alfa-amidating monooksijenaz (PAM), tirozinaz,
ekstraseliiler SOD3, dopamin beta-hidroksilaz ve lizil oksidaz gibi enzimlere bakir
aktarimini saglar [24, 51]. ATP7B ise apo-seriiloplazmine bakir aktarilmasinda rol
oynar (Sekil 2.1) [52].

P
-
®CCS

/ @ATOX1 \

®S0D1 ®COX

Sekil 2.1 : Hiicresel bakir homeostazi [53]

2.2.2 Bakir metabolizmasi ile iliskili hastaliklar

ATP7B mutasyonu sonucu goriilen ve bakir toksititesi bulgulari ile ortaya ¢ikan
Wilson hastalig1 ve ATP7A mutasyonu sonucu bakir eksikligi semptomlari sergileyen
Menkes Hastalig1 bakir metabolizmasiyla ilgili bozukluklarin en belirgin 6rnekleridir

[54]. Wilson hastaliginda bakir atiliminin saglanamamasi sonucu dokularda bakir



birikimi, Menkes hastaliginda bakir eksikligi dolayisiyla organlarin isleyisinde
bozukluklar gézlemlenir [55].

Alzheimer, Parkinson, amiyotrofik lateral skleroz (ALS), prion hastaliklar1 gibi gesitli
proteinlerin yapisinin bozulmasi ve dokularda depolanmasi ile nérodejenerasyona
sebep olan hastaliklarda da bakir toksisitesinin roliiniin oldugu 6zellikle son yillarda

yapilan ¢alismalarda gosterilmektedir [18, 56-59].

2.2.3 Bakir eksikligi ve klinik bulgulari

Diyetle alinan giinliik bakir miktari 0.6-1.6 mg diizeylerindedir [60]. Cesitli hastaliklar
sebebiyle gozlemlenen malnutrisyon haricinde insanda diyete bagli bakir eksikligi
nadir olarak goriliir [61]. Diyetle asirt ¢inko alimi, gastrik ameliyatlar ve
malabsorpsiyon bakir eksikligine sebep olan durumlar olarak siralanabilir. Cinkonun
diyetle fazla alinmasi durumunda metalotiyoneinlere fazlaca baglanarak bakirin

emilimine engel oldugu rapor edilmistir [62].

Menkes Hastaligi (MH), X’e bagh kalitim gosteren resesif bir hastaliktir. ATP7A
geninde gergeklesen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar ve bakir eksikliginin en ciddi
klinik bulgular1 bu hastalikta goriiliir [16, 55, 63]. Hastaligin semptomlar1 dogumdan
sonraki ilk aylarda goriilmeye baslar ve ciddi vakalarda ¢ogunlukla erken ¢ocukluk
doneminde 6liimle sonuglanir. ATP7A protein fonksiyonunun azalmasi veya tamamen
kaybi, intestinal bakir emiliminin bozulmasi sonucu enterositlerde bakir birikimi ve
sistemik bakir eksikligine sebep olur [64]. Bakir-bagimli 6nemli enzimlerin gorevini
yerine getirememesi sonucu ¢ok c¢esitli klinik bulgular gézlemlenir. Sinir sisteminin
gelismemesi, ndbetler, bag doku ve vaskiiler sistem anomalileri, sa¢ ve deri
anomalileri, gelisme geriligi genellikle goriilen bulgulardir [65]. Erken tani ve tedavi
hastaligin seyrinde 6nemlidir, fakat hastaligin ileri formlarinda bakir replasmaniyla

tedavi saglanamayabilir [66].

Oksipital Boynuz Sendromu (OBS), ATP7A gen mutasyonu sonucu goriilen daha hafif
belirtilerle ortaya ¢ikan bir hastaliktir [67, 68]. Klinik bulgularin MH kadar ciddi
olmayis1, ATP7A’nin fonksiyonunun tamamen kaybolmadigini gosterse de ciddi bag
doku bozukluklart lizil oksidaz aktivitesinin ileri diizeyde etkilendigine isaret

etmektedir [64].

ATP7A mutasyonu sonucu gozlemlenen bir diger klinik fenotip distal herediter motor

noropati semptomplariyla tanimlanmaktadir [69]. Baslangict ¢ok kiiglik yaslardan
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60’11 yaslara kadar goriilebilirken, bakir metabolizmasinda ¢ok ciddi problemler
gozlenmez. ATP7A’nin daha ¢ok motor sinir hiicrelerinde anormal fonksiyon
gostermesiyle genelde distal motor kas zayifligi sonucu el ve ayak deformiteleri ve

fonksiyon kayb1 goriiliir [70].

2.2.4 Bakar fazlah@ ve klinik bulgular:

Wilson Hastaligit (WH) otozomal resesif kalitim gosterir ve ATP7B geninde
gerceklesen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar [71]. Esas olarak karaciger ve beyinde
bakir birikimine bagli bulgular goriiliir [72]. ATP7B fonksiyon kaybi sonucu safraya
bakir atilim1 bozulur ve karacigerde olusan bakir birikimi, apoptotik hiicre 6limii,
karaciger hasari, plazmada ve serebrospinal sivida bakir miktarinin artmasi ile
sonuglanir [73, 74]. Boylece safra yoluyla uzaklastirilamayan fazla bakir karaciger,
beyin, kornea ve bobrek gibi ¢esitli dokularda birikerek fonksiyon kaybina sebep olur
[75-77]. WH tedavisinde giincel yaklasimlar fazla bakirin selator ajanlar araciligiyla
viicuttan uzaklastirilmast ve enterositlerden bakir emiliminin azaltilmasi i¢in ¢inko
takviyesi verilmesini icerir [62, 73, 78, 79]. Selatorler araciligiyla bakir seviyeleri
normal diizeylere indirildikten sonra, ¢inko tedavisiyle hastaligin seyri takip

edilmektedir [80, 81].

2.2.5 Bakir ve norodejeneratif hastaliklar

Sinir sisteminde genel metabolik gorevlerinin yani sira, ndrotransmitter sentezi ve
sinyal iletiminde bakirin 6zel gorevleri de bulunur [82]. MH ve WH’ de gériilen
norolojik semptomlar bakir eksikligi ya da birikiminin sinir sistemini nasil
etkileyebilecegini en iyi gosteren ileri derece 6rneklerdir [83, 84]. Alzheimer (AH),
Parkinson (PH) ve Huntington (HH) gibi ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklarda bakir
homeostazinda bazi degisiklikler goriildiigii bildirilmistir [85-87].

Ekstraseliiler senil plaklar ve intraseliiler noro-fibril yumaklar1t AH’ nin 6nde gelen
patolojik bulgularidir [88, 89]. Senil plaklarin yapisin1t Amiloid beta proteini olusturur
ve bu proteinin Uretimi, Onciili amiloid prekiirsor protein (APP) tarafindan
katalizlenen reaksiyonla gerceklesir [90]. APP, Amiloid beta ve senil plaklarin
yapisinda bakir konsantrasyonunun arttigt daha Once yapilan c¢alismalarla
gosterilmistir [91]. Aym1 zamanda bakir konsantrasyonundaki artisin amiloid beta
birikimine katkida bulundugu in vitro ¢alismalarla da ortaya koyulmustur [92]. Bu

bulgular senil plaklarda amiloid beta birikiminin bakirdan etkilendigini destekleyen
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bulgulardir [93]. Senil plaklarda goriilen bakir birikimine ragmen ¢evre doku ve
hiicrelerde bakir eksikligi goriiliir [94]. Anormal dagilim dolayisiyla beyinde
metabolik olaylarin gergeklesmesi i¢in ihtiya¢ duyulan bakirin kullanilamaz hale
geldigi ve norodejencrasyonu tetikledigi ongoriillmektedir [95]. Bu bulgulara ragmen,

bakir metabolizmasi ile AH iliskisi heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.

Parkinson hastaliginin tanimlayici patolojik bulgulari substantia nigrada néromelanin
igeren dopaminerjik néronlarin kaybi ve alfa-siniiklein birikimi sonucu goriilen Lewy
cisimcikleridir [96]. Dinlenme tremoru, bradikinezi, rijidite, kognitif ve psikiyatrik
problemlerle tarif edilen Parkinsonism bulgulari nérolojik WH’de sik¢a goriiliir [84,
97]. Bakirin alfa-siniiklein birikimi ve baglanmasini artirdigi ve substantia nigrada
bulunan noéronlar tarafindan kullanilabilecek bakir miktarini azalttig1 yakin donemde
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [98]. Bakir homeostazinda degisiklikler
gerceklestigi hayvan ve insan ¢aligmalariyla gosterilmis olmasina ragmen PH’de bakir

metabolizmasinin rolii heniiz tam olarak aydinlatilamamustir [99].

2.2.6 Bakir ve kanser

Hayvan ve insan ilizerinde yapilan g¢alismalar bakir diizeyleriyle cesitli kanserler
arasinda iliski oldugunu gostermistir [100, 101]. Lenfoma, larinks, serviks, mide ve
akciger kanserleri gibi ¢ok sayida kanserde serum bakir diizeylerinde artis oldugu
gozlemlenmistir. Kolorektal ve meme kanserlerinde serum bakir diizeylerindeki artigin
kanserin asamas1 ve gidisatiyla korelasyon gosterdigini raporlayan caligmalar
mevcuttur [102]. Cesitli malignitelerde bakir diizeylerinin degismesi anti-kanser
tedavide bakir diizeylerinin hedeflenebilecegini akla getirmistir ve selator ajanlar

kullanilarak anti-anjiyojenik anti-kanser terapisi uygulanan g¢alismalar yapilmaya
devam etmektedir [103, 104].

2.3 Klinik Laboratuvarda Bakir Ol¢iimii

Klinik Biyokimya laboratuvarlarinda biyolojik 6rneklerdeki bakir konsantrasyonunun
Olclimii genellikle atomik absorpsiyon spektrometrisi (AAS) ile yapilmaktadir. AAS
otomatize bir teknik olmamasi ve her laboratuvarda kolayca uygulanamamasi
sebebiyle pratiklikten uzak ve maliyeti artiran bir yontemdir [3]. AAS’ye alternatif
olarak kromojen 4-(3,5-dibromo-2-piridilazo)-N-Etil-N-(3-sulfopropil) anilin (3,5-di-

Br-PAESA) molekiiliinii kullanarak kolorimetrik bakir 6l¢iimii yapmak miimkiindiir
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[105]. 3,5-diBr-PAESA asidik ortamda bakir iyonlariyla spesifik reaksiyona girerek
520-580 nm araliginda absorbans veren bir kompleks olusturur (Sekil 2.2).

Br Br

o‘j:o /@/

Sekil 2.2 : 4-(3,5-dibromo-2-piridilazo)-N-Etil-N-(3-sulfopropil) anilin
2.3.1 Spektrofotometrik dl¢iim
Spektroskopi, molekiillere yansitilan enerji ile maddenin etkilesimi esasina dayanarak
6l¢iim yapan tekniklerin genel adidir. Uygulanan enerji ile uyarilan atomlarda daha tist
enerji iceren bir seviyeye gecis olur. Miktarmi 6lgmek istedigimiz maddeyi analiz
ederken, uyarilarak yiiksek enerji seviyesine ¢ikan atomlarin diisiik enerji seviyesine

doniis sirasinda yaydigi enerji dlgiiliir.

Absorpsiyon spektrometrisinde en ¢ok kullanilan iki terim transmittans ve absorbans
terimleridir. Transmittans, 6l¢lim yapilan ortam tarafindan gecirilen 151n miktari olarak
tanmimlanir ve yiizde olarak ifade edilir. Gegen 151k miktarinin (I), génderilen 151k

miktaria (Io) oranlanmasiyla hesaplanir (Denklem 2.1).
T =— (2.1)

Absorbans, 6rnek tarafindan tutulan 1s1tk miktaridir ve denklem 2.2°deki formiille
hesaplanir.

Lambert-Beer kanununa gore bir ¢ozeltiden gegen 1s1k miktari, 1$5181n ¢ozelti iginde

katettigi yol ve ¢ozelti konsantrasyonu ile logaritmik olarak ters orantili, emilen 151k

11



miktari ise dogru orantilidir. Konsantrasyon arttik¢a absorbans artar, transmitans azalir

(Denklem 2.3).
A=EXxcxl (2.3)

Klinik kimya analizorii iizerinde yapilan bakir 6l¢iimii 3,5-diBr-PAESA’nin kirmizi
renginin bakir ile kompleks olursturdugunda mora doniisiimii esnasinda 572 nm

dalgaboyunda ortaya ¢ikan absorbans degisiminin dl¢iilmesi ile gergeklestirilmektedir

(Sekil 2.3).

Sekil 2.3 : 3,5-diBr-PAESA ve bakir kompleksinin renk degisimi
2.4 Klinik Laboratuvar Performans Degerlendirmeleri

Yeni gestirilen ve kinik laboratuvarlarda kullanilacak her yontem, klinik laboratuvarda
kullanima uygunlugun degerlendirilmesi icin kesinlik ve dogruluk, metot
karsilastirma, tespit kabiliyeti (analitik sensitivite), dogrusallik (linearite), i¢c ve dis
kalite kontrol, toplam analitik hata, sigma, 6l¢ctim belirsizligi, interferensler, carryover,

referans aralik, raf omrii ve cihaz iizerinde stabilite agisindan degerlendirilmelidir
[106].
2.4.1 Kesinlik ve dogruluk

Kesinlik belli sartlar altinda tekrarlanan 6l¢iimlerin birbirine ne kadar yakin oldugunun
tanimlanmasidir. Hata (bias) yapilan 6l¢iimiin sonucu ile 6l¢lilen maddenin bilinen

gercek miktar1 arasindaki fark olarak tanimlanir. Kesinlik ve dogruluk
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degerlendirmeleri igin kalite kontrol malzemeleri kullanilir. 7 giin st iiste ayn1 Kalite
kontrol malzemeleriyle tek seferde 5 6lgtim yapilarak elde edilen verilerle 6l¢iimigi ve

Ol¢timler aras1 CV, standart sapma, ortalama ve bias hesaplanir [107].

Kabul edilebilir bias ve kesinlik degerlerinin belirlenmesi ic¢in ¢esitli yontemler
kullanilabilir [108]. Bu yontemler, klinik sonuglarin nasil etkilendigini gosteren
analitik performans ¢aligmalari, analitin biyolojik varyasyonu g6z Oniinde
bulundurularak yapilan hesaplamalar ve dl¢iim tekniginin en yliksek performansina
dayali hesaplamalar olarak siralanabilir. Biyolojik varyasyon calismalari heniiz
tamamlanmamigtir ve bakir biyolojik varyasyonu heniiz belirlenmemis analitler
arasindadir [109, 110]. Ancak referans aralik kullanilarak yapilan deneysel biyolojik
varyasyon hesaplamalarinin kullanimi miimkiindiir. Deneysel biyolojik varyasyon

hesaplamalarinda denklemler 2.4, 2.5 ve 2.6 kullanilir [111].
CV, = (CV§ — 0.25)%5 (2.4)

CV’e referans limitlerinin (RLaisik, RLyiksek) asagidaki denklemde belirtildigi gibi

logaritmik hesaplamasiyla elde edilir.

. 0.5
ClVg = (exp SE'm2 — 1) (2.5)

INRLyquksek—INRLausik
3.92

SE,ln = (2.6)

Kesinlik degerlendirmeleri i¢in dncelikle tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yapilir.
Varyans analizi sonucu elde edilen no (her bir 6lgiimde elde edilen ortalama sonug
sayis1), X (sonuglarin tamaminin ortalamasi), MS1 (gruplar arasi karsilagtirmanin mean
square degeri), MS> (grup ici karsilastirmanin mean square degeri), Vi (6l¢lim igi
varyans), Va (Olgimler arasi varyans) degerleri kullanilarak degisim katsayilar
hesaplanir. Kesinligin ii¢ alt baslig1 olarak 6lgiim i¢i degisim katsayisi CV (%CVi),
Olgtimler arast CV (%CVa) ve laboratuvar i¢i CV (%CV)) (CV) hesaplamalarinda
denklemler 2.7, 2.8 ve 2.9 kullanilir [107].

%CV; = L2 x 100 @.7)

((Msl—M52)>°-5

%CV, = "+ x 100 (2.8)

13



%CV, = L % 100 2.9)

Dogruluk degerlendirmesi i¢in hata hesaplamasi yapilir. Sertifikali referans materyal
icin belirtilen hedef degerler (TV) kullanilir. Deneyler sonucu elde edilen veriler

kullanilarak X (sonuglarin tamaminin ortalamasi) ve SEx (ortalamanin standart hatas)

hesaplanir [107].

Hata hesaplamasi i¢in denklem 2.10 kullanilir.
Hata =x—TV (2.10)

Ortalamanin standart hatas1 hesaplamasi i¢in denklem 2.11 kullanilir.

_ St
>z = s @1)
Si= (Vi+Va)’5, Vi =MS, ve Vg = S22
0

2.4.2 Metot karsilastirma

Laboratuvarda uygulanacak yeni bir yontemin eski yontemin yerini alip
alamayacaginin belirlenmesi icin referans yontem olarak tanimlanan metotla
karsilastirmast yapilir. En az 40 6rnek iki metotla da degerlendirilir ve elde edilen
verilerle korelasyon ve regresyon analizleri yapilir, dagilim ve fark-ortalama grafikleri
degerlendirilir [112, 113].

Referans yontemle yeni yontemin arasindaki hata (bias) degerlendirmesi i¢in Bland-
Altman grafiginden faydalanilir [114]. Bu grafik degerlendirilirken 3 farkli sonugla
karsilagilabilir. i1ki %95 giiven araliginda sistematik hata gériilmedigi ve iki metodun
birbirinin yerine giivenle kullanilabilecegi anlamina gelir. Bu durumda 6l¢iimlerin en
az %951 belirlenen kabul edilebilir hata araligmin igerisindedir. Ikinci durumda
sistematik hata mevcuttur ve 6l¢timlerin %951 kabul edilebilir hata araliginda oldugu
icin 6l¢lim yontemleri birbiririnin yerine kullanilabilir. Burada 6nemli olan sistematik
hatanin  klinik kararlar1 etkileyip etkilemediginin degerlendirilmesidir. Ugiincii
durumda o6l¢iim sonuglar1 kabul edilebilir hata degerlerini asar ve yoOntemler

birbirlerinin yerine kullanilabilir degildir [114, 115].
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2.4.3 Tespit kabiliyeti

Tespit kabiliyeti diisilk analit konsantrasyonlarinda yontemin performansinin
degerlendirilmesini miimkiin kilan kriterleri igerir. Gelistirilen ydntemin analiti
taniyabilme Kkabiliyetinin degerlendirmesi i¢in Limit of blank (LoB), Limit of
detection (LoD) ve Limit of Quantitation (LoQ) hesaplanir [116-118]. LoB
hesaplanirken, igerisinde analit bulunmayan ¢ozelti ile tekrarli Slgtimler yapilir ve kor
numunede tespit edilen analit miktar1 tespit kabiliyeti limiti (LoB) olarak hesaplanir

(Denklem 2.12).
LoB = ortalamay, + 1.645(SDy;s,) (2.12)

LoD, LoB’den ayirt edilebilen analit konsantrasyonu olarak tanimlanir. LoD
hesaplamasinda LoB seviyesinin 5 kat1 oraninda analit i¢eren standart ¢ozelti diisiik
konsantrasyonlu 6rnek olarak kullanilir. 3 giin istii iiste tek seferde 20 tekrarli olarak

6lgtim yapilir ve denklemler 2.13 ve 2.14 kullanilarak hesaplanir [116-118].

LoD = LoB + ¢, X SD (2.13)
_ 1.645
Cp = 1_—1 (2.14)
4(L-))

SD= diisiik konsantrasyonlu standardin 6l¢iimlerin sonucu elde edilen verinin standart
sapmast

L=toplam 6l¢lim sayis1

j= ol¢timler esnasinda kullanilan diisiik konsantrasyonlu 6rnek sayisi

Cp= diizeltme faktorii

LoQ, kabul edilebilir kesinlik ve dogrulukla olgiilebilen en diisiik analit
konsantrasyonu olarak tanimlanir [119]. “Fonksiyonel sensitivite” CV=%20 elde
edilebilen analit konsantrasyonudur. LoD degerinde analit igeren standartlar
kullanilarak ii¢ giin iist iiste tek seferde 20 defa olmak iizere toplamda altmis 6lgiim
yapilir. Standart sapma (SD), degisim katsayis1 (CV) ve ortalama hesaplanir, denklem
2.15 kullanilarak LoQ hesaplanir [116].

LoQ = LoD + 10SD (2.15)
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2.4.4 Dogrusalhik

Gelistirilen yontemin analit konsantrasyonuyla iligkili olarak verdigi sonuclarin
orantili olmasi linearite olarak adlandirilir ve raporlanabilir aralik tespitinde kisitlayici
olarak rol oynar. Yontemin dogrusal oldugu araliga gore kalibrasyon materyalinin
konsantrasyonu belirlenir [120, 121]. Aynm1 zamanda yontemle ilgili gelisebilecek

problemlerin erken tespit edilmesi ve ¢oziilmesinde de onemlidir [122].

2.4.5 I¢ (Internal) Kalite Kontrol

I¢ kalite kontrol, laboratuvarda yapilan tiim analizlerin ve sonuglarin siirekli olarak
degerlendirilmesi, giinden giine performansin tutarliliginin takip edilmesini igeren
kalite kontrol uygulamalarindan olusur [123]. Icerdigi analit miktar: bilinen farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerle her giin belirli araliklarla 6l¢iimler yapilir. Sonuglar
kullanilarak standart sapma ve varyans katsayisi hesaplanarak, Levey-Jennings

grafiklerinin ¢izilmesiyle takip edilir ve degerlendirilir [124].

2.4.6 Dis (Eksternal) Kalite Kontrol

Diinya Saglik Orgiitii, dis kalite kontrolii laboratuvarda uygulanan testlerin ve ¢ikan
sonuclarin objektif olarak disaridan bir kurum tarafindan degerlendirilmesini igeren
kontrol uygulamalart olarak tanimlar [125]. Dis kalite kontrol uygulamalarini
uygulayan ¢ok cesitli dis kurumlar mevcuttur. Klinik laboratuvarlar genellikle bu
kurumlar tarafindan uygulanan eksternal kalite kontrol programlarina kayitlidir. Bu
kurumlardan gonderilen igerdigi analit miktar1 bilinmeyen ¢6zeltinin 6lgiimiinden elde
edilen sonuglarin programa kayith tiim laboratuvarlardan toplanmasi ile elde edilen
veriler kullanilarak standart sapma, varyans katsayisi, yiizde sapma, 6l¢iim belirsizligi
gibi parametreler hesaplanir ve diizenli araliklarla sonuglar takip edilir [126]. D1s kalite
kontrol baska laboratuvarlarla ve baska yontemlerle karsilastirma imkani sunmasi

acisindan 6nemlidir [127].

2.4.7 Toplam Analitik Hata

Toplam analik hata (TAH) hesaplamasi ayr1 ayr1 degerlendirilen kesinlik ve dogruluk
6l¢iimlerinin birlestirilmesiyle iki dnemli performans kriterini de igeren tek bir deger
elde edilmesi prensibine dayanir [128]. Kesinlik degerlendirmesi sonucu elde edilen
%CV ve dogruluk degerlendirmesi sonucu elde edilen %bias degerleri hesaplamada

kullanilir [125]. Bir test sonucuna yansiyan rastlantisal ve sistematik hatanin
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toplamidir. Verilen sonuglarin giivenilirligi i¢in izin verilebilir toplam analitik hata

smirlarini asmamalidir [110].

2.4.8 Alt1 Sigma Degerlendirmesi

Sigma degerlendirmeleri endiistride ¢ok yaygin olarak kullanilan hata yapma
olasiligini 6lgen bir degerlendirme seklidir [129]. Milyon firsatta yanlis olasiligi olarak
tanimlanir (Tablo 2.3). Laboratuvara uyarlandiginda yanlis pozitif ve yanlis negatifler
gibi hata olarak tanimlanan sonuclarin ortaya c¢ikmasi ihtimalini degerlendirir.
Endiistrinin bir ¢ok alaninda ¢ok uzun yillardir kullanilan bir {iretimi iyilestirme
teknigi olmasina ragmen, laboratuvar tibbina uyarlanmasi ancak 2000li yillarda
giindeme gelmistir [130]. Son dénemde, 6zellikle laboratuvarda kabul edilebilir hata
limitlerinin belirlenmesiyle ilgili ¢alismalarin yogunlasmasiyla klinik biyokimya

laboratuvarlarinda mutlaka hesaplanmasi ve takip edilmesi tavsiye edilmektedir [131].

Tablo 2.3 : Sigma degerlerinin karsilik geldikleri basar1 ve hata oranlari.

Basar1 orani (%) Milyon firsatta yanlis olasiligi Sigma
30.9 690 000 1
69.2 308 000 2
99.3 66 800 3
99.4 6210 4
99.98 320 5
99.99 34 6

Sigma hesaplamasi yapilirken toplam analitik hatada oldugu gibi internal kontrollerin
toplam %CV degerinden ve eksternal kontroliin %bias degerinden faydalanilir.

Denklem 2.16’daki hesaplamayla belirlenir.

o = %TEa—%Bias 216
%y (210

%TEa: kabul edilebilir toplam hata
%bias: eksternal kontroliin sapma miktar1

%CV: internal kontrol degerlendirmelerinin varyasyon katsayisi
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2.4.9 Ol¢iim Belirsizligi

Yapilan 6lciimii biitiiniiyle degerlendirerek elde edilen sonucun ne derece gergekten
¢oOzelti icerisindeki analite ait oldugunu ifade eden araliga Olgiim belirsizligi denir
[132]. Test, reaktiflerin tiretiminden sonucun degerlendirilmesine kadar biitiin
basamaklariyla degerlendirilir. Olgiim belirsizligi hesaplamalarinda iki farkl yaklasim
s0z konusudur. “Asagidan yukariya” yaklasimda test iizerinde belirsizlik
olusturabilecek her bir faktor taker taker tespit edilerek her birinin belirsizlige katkisi

tek tek hesaplanir. “Yukaridan asagiya” yaklasimda metot performans verileri

kullanilir [133].

Her bir belirsizlik kaynaginin tek tek tespit edilerek ¢aligilabilmesinin miimkiin oldugu
durumlarda asagidan yukari yaklagimi kullanmak daha dogru olabilir. Fakat
cogunlukla bu yaklasimla yapilan hesaplamalarda oOl¢iim belirsizliginin gercek
degerinin altinda tespit edildigi, bazi etkenlerin atlandigi ve hesaplamaya dahil
edilmedigi goriilmiistiir. Bu sebeple, metot gegerli kilma ve performans degerlendirme
verilerinin kullanim1 tercih edilebilir. Bu yontemle tiim belirsizlik etkenleri
hesaplamaya daha dogru dahil edilir. I¢ ve dis kalite kontrol, metot karsilastirma, metot
validasyonu gibi ¢aligmalarla elde edilen veriler yukaridan asagiya dogru yaklasimda

kullanilir [134].

Olgiim belirsizligi, standart sapma degeri olarak ifade edildiginde standart belirsizlik
olarak adlandirilir. Tiim etkenler hesaba eklendiginde ortaya ¢ikan 6lgiim belirsizligi
degerine birlestirilmis 6l¢iim belirsizligi denir. Olgiilen analit konsantrasyonunun daha
genis bir giiven araliginda ifade edilmesi i¢in elde edilen birlestirilmis 6lgiim

belirsizligi k katsayist ile ¢arpilir. %95 giiven diizeyi i¢in k=2"dir [111].

2.4.10 Girisim (Interferens)

Olgiim esnasinda siire¢ veya ortamda bulunan maddelerden kaynakli yanlis sonug elde
edilmesi interferens olarak tanimlanir. Interferensler, endojen ve eksojen olarak ikiye
ayrilir [135]. Endojen interferensler hasta 6rneginde bulunan maddelerden kaynakli
olarak gozlemlenirken, eksojen interferensler hasta 6rnegi disindaki etkenlerden

kaynaklanir [136].

Hemoliz, ikter, lipemi gibi biyolojik etkenlerin yani sira kullanilan tiipiin igerigi,

hastanin kullandig1 ilaglar ve cihaz kaynakli interferensler de yeni yontem
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gelistirilmesi esnasinda tespit edilir ve bu interferenslerle basa ¢ikmak icin gerekli

onlemler belirlenir [137].

2.4.11 Tasinma (Carryover)

Carryover, bir ornekteki igerigin tetkik esnasinda baska bir 6rnege veya reaktife
aktarilip aktarilmadiginin tespiti olarak tanimlanir [138]. Carryover tespitinde genel
olarak kullanilan iki farkli protokol tanimlanmistir. Bunlar standart ve kisa protokoller
olarak adlandirilir. Kisa protokolde, en yliksek konsantrasyonlu kalibratriin ardindan
kor numunesi ¢alisilir. Korden 6lgiilen absorbans degeri carry-over olarak kabul edilir.
LoQ degerinin %20sinden diisiik absorbans alinmasi carry-over gozlemlenmemesi
olarak degerlendirilir. Carryover goriilen testlerde klinik karari nasil etkilediginin

degerlendirilmesi yapilmalidir [139].

Carryover interferensleri, reaktifler ve Orneklerin cihazdan tam olarak
temizlenememesi ve baska reaktif ve orneklere taginarak oOlgiimlerde interferense
sebep olmasi olarak tanimlanir [140]. Reaktiflerin birbirine ve 6rnege olan etkisi
pespese farkli testlerin tekrarli olarak calisilmasi ve sonuglar iizerinde ne gibi

etkilerinin oldugunun degerlendirilmesiyle tespit edilir [141].

2.4.12 Stabilite degerlendirmeleri

Laboratuvarda kullanilacak yontemlerin raf 6mrii ve cihaz iizerinde kullanim siireleri
ozellikle onem arz etmektedir. Cihaz iizerine koyulan bir kitin ¢alisma esnasinda
sergiledigi performansin takip edilmesi ve performansin degisiklik gostermemesi
verilen hasta sonuglarinin saglikli olmasi agisindan 6nemlidir. Raf omrii ve cihaz
tizerinde stabilitenin degerlendirilmesi icin belirli araliklarla ayni reaktif ve
kalibrasyon, kontrol malzemeleriyle tekrarli dl¢limler yapilir. Elde edilen verilerle

kesinlik ve dogruluk degerlendirmeleri tekrar edilir [142].

2.4.13 Referans Arahgi

Referans araligi, testi isteyen Kklinisyenleri laboratuvar tarafindan hastalik olmadigi
kabul edilen sonug araligi konusunda bilgilendirmek amaciyla raporlanir. Bu araligin
belirlenmesi i¢in uygulanan en yaygin yoOntem, laboratuvar testinin sonucunu
etkileyecek hastaligi bulunmayan bir referans populasyonun sonug¢ dagiliminin

merkezde kalan %95’inin tespit edilmesi seklindedir [143].
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Referans aralik belirleme ¢aligmalarinda tavsiye edilen yontem “direk yontem” olarak
adlandirilan, referans popiilasyonun tespit edilip secildigi ve bu gruptan alinan
orneklerin analiz edilmesiyle elde edilen sonuglarin degerlendirildigi yontemdir [144].
Alternatif olarak siklikla uygulanan “indirekt yontem”de ise rutin maksatli testler
sonucu laboratuvarda biriken sonuclar kullanilarak referans aralik belirleme

caligmasinda kullanilir [145].

Direk yontem uygulanirken belli bir referans popiilasyon tanimlanir. Popiilasyonun
ozelliklerini gosteren bireylerden alinan orneklerle belirlenen analitlerin 6l¢timii
gerceklestirilir. Direk yaklasim a priori ve a posteriori olmak tizere ikiye ayrilir. A
priori yaklasimda deneklerin se¢imi 6rnek toplamadan 6nce, a posteriori yaklasimda
ornekler toplandiktan sonra gerceklestirilir [146]. Indirek yaklasimda daha once

calisilip raporlanmis hasta sonuglar1 kullanilarak referans aralik belirlenir [144].

Direk yaklagim Onceden planlanmis bir ¢ok basamagin izlenmesiyle elde edilen
orneklerin analizi ve bu sonuglarin degerlendirilmesiyle gerceklestirilir. izlenecek
basamaklarin en temelleri referans popiilasyonun tanimlanmasi, popiilasyon
ozelliklerini tagiyan bireylerin belirlenmesi ve bu bireylerden bilgilendirilmis onam
alinmasi, 6rnek toplanmasi, istatik degerlendirme olarak siralanabilir. Cok basamaktan

olusan bu yontemin uygulanmasi hem karmasik hem de maliyetlidir [147].

Indirek yontemde, direk yontemin aksine, laboratuvar testleri esnasinda elde edilmis
ve zaten ulagilabilir olan veriler kullanilir. Dolayisiyla direk yontemde gdzlemlenen
yiiksek maliyet ve zaman gerekliligi bu yaklasimda yoktur [148]. Bu test sonuglari
rutin analizden elde edildigi i¢in ayni1 zamanda pre-analitik ve analitik sartlardan
kaynaklanan degiskenlikler de referans araliga yansimis olur [149]. Popiilasyon
ozellikleri, pre-analitik ve analitik etkenler gibi test siirecinin farkli yonlerini igerdigi
ve uygulamasi daha kolay ve maliyetsiz oldugu i¢in indirek yontem siklikla tercih

edilir [150].

Calismaya dahil edilecek bireyler belirlenirken g6z 6niinde bulundurulmasi gereken
bir ¢cok faktor vardir. Bireylerin ayaktan tedavi edilen hasta grubundan secilmesi daha
uygundur. Denek sayis1 belirlenirken miimkiin oldugunca yiiksek sayida olmasi tercih
edilir [151]. Referans popiilasyon belirlenirken analit konsantrasyonunu etkileyen
hastaliklar, yas, cinsiyet, menstriiel dongii, gebelik, menopoz gibi bir ¢ok faktor géz

oniinde bulundurulur [148]. Ozellikle &lgiimii yapilan analitin  6rnekteki
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konsantrasyonunu degistirdigi bilinen hastaliklar1 tagiyan bireyler ¢aligma disinda
tutulmalidir. Elde edilen sonuclarin dagilim-siklik grafigi cizilerek merkezin

cevresinde %95°1ik dilimde kalan aralik referans aralik olarak kabul edilir [152].
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3. GEREC ve YONTEM

Deneyler Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvar1 ve Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkezi Rutin Biyokimya Laboratuvari’nda 16.10.2017-12.05.2019
tarihleri arasinda yiiritiilmistiir. Calisma, 16.08.2017 tarihli 5136 sayili Bezmialem
Vakif Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi ve 15.08.2017 tarihli
15/228 sayili Bezmialem Vakif Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar

Etik Kurulu izni ile gergeklestirilmistir.

3.1 Geregler

3.1.1 Kimyasallar

Calismada kullanilan 3,5-DiBr-PAESA (Europa Bioproducts, Cambridgeshire,
Ingiltere) harig tiim kimyasal maddeler Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,
Almanya) liretici firmasindan temin edildi. Kullanilan tiim kimyasal maddeler asagida

listelenmistir.

Kromojenler
1. 2-(2-(((2-Hidroksi-5-sulfofenil)diazenil)(fenil)metilen)hidrazinil) benzoik asit
(Zincon)
2. 2-(5-Bromo-2-piridilazo)-5-[N-propil-N-(3-sulfoprop,l)amino]fenol disodium
dihidrat tuzu (5-Br-PAPS)
3. 4-(3,5-Dibromo-2-piridilazo)-N-etil-N-(3-sulfopropil)anilin
(3,5-DiBr-PAESA)
Tampon bilesenleri
1. Sodyum asetat (CH3COONa - 3H20)
2. Asetik asit (CH3COzH)
3. Sodyum sitrat (HOC(COONa)(CH2COONa): - 2H20)
4. Sitrik asit (HOC(COOH)(CH.COOH). - H20)
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5. Tris baz (NH2C(CH20H)s3)
6. Tris HCI (NH2.C(CH20H)s - HCI)
7. Borik asit (HsBO3)
8. Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4)
9. Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4)
10. Hidroksilamin HCI (NH2OH - HCI)
11. 4-(2-Hidroksietil)piperazin-1-etansulfonik asit, N-(2-Hidroksietil)piperazin-
N’-(2- etansulfonik asit) (HEPES)
12. 3-(Siklohekzilamino)-1-propansulfonik asit (CAPS)
13. 3-(Siklohekzilamino)-2-hidroksi-1-propansulfonik asit (CAPSO)
Standartlarin hazirlanmasinda kullanilan tuzlar
1. Cinko elementi i¢in ZnSO4
2. Demir elementi i¢in FeSOg4
3. Magnezyum elementi icin MgSOg4
4. Kobalt elementi i¢in CoCl>
5. Bakir elementi i¢in CuSO4 ve CuCl;
Surfaktanlar
1. Triton-X 100
2. Etilen glikol
3. Bovin serum alblimini
Gliserol
Adogen 464
Empigen BB deterjan
Merpol A

Metiltrioktil amonyum bromiir

© © N o g &

Liquinox fosfatsiz deterjan
10. Sodyum dodesil siilfat (SDS)
11. Tetrametil amonyum klortir
12. Noniyonik surfaktan karigimi
13. Anyonik surfaktan karigimi
14. Brij 35

15. Benzetonyum kloriir

16. Alkanol XC
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17. Dodesil trimetil amonyum kloriir
18. DMMAPS
19. Sodyum 1-dekan sulfonat
20. Tween-20
21. Brij93
22. Brij 58
23. Polietilen glikol
24. Alkanol XC
25. Kloramin T
26. Sodyum lauril stilfat
Denatiiranlar ve katalizorler
1. Ditiyotreitol
Merkaptoetanol
Tiyoiire
Askorbik asit
Sodyum dodesil siilfat
Sodyum siilfat
Glukoz

Borik asit

© ©° N o g kDN

Sodyum tetraborat
10. Sodyum distilfit
11. Dimetil formamid
Koruyucular
1. ProClin 350
2. ProClin 900
3. Sodyum Azid
4. Benzidamin HCI

3.1.2 Cihazlar

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvari’nda bulunan manuel spektrofotometre (Schimadzu UV-1800
240V, Japonya), pH-metre (Milwaukee, Mi 151, Rocky Mount, ABD), tarti (DAIHAN
Biomedical, SC210, Giiney Kore), karistiricilar, cam, metal ve sarf malzemeler
(ISOLAB Laborgeraete GmbH, Wertheim, Almanya); Bezmialem Vakif Universitesi
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Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Rutin Biyokimya Laboratuvari’nda bulunan
Abbott Architect c8000 ve c16000i (lllinois, ABD) otomatize klinik kimya analizorleri
kullanildi. Spektrum taramalarinda kuvartz kiivet (ISOLAB Laborgeraete GmbH,
Wertheim, Almanya) kullanildi.

3.2 Yontemler

Kullanilan tiim cam malzemeler (ISOLAB Laborgeracte GmbH, Wertheim, Almanya)
%1 nitrik asit ve deiyonize su ile yikandi. Istatistik analizler i¢in Microsoft Excel

Analysis Toolpak uzantis1 ve SPSS 22 (IBM Corporation, ABD) kullanildi.

3.2.1 Standart ¢ozeltiler

2.5,5, 10, 20, 40 ve 80 uM CuSOs, ZnSO4, FeSO4, FeClz, MnSO4, ve CoCl> deiyonize
su icerisinde ¢oOziilerek c¢alismada kullanilacak standart c¢oOzeltiler hazirlandi.
Standartlarin raf 6mriinii uzatmak igin farkli derisimlerde HC1, HNO3 ve H2SO4 igeren

standartlarla da ¢aligma yapildi.

3.2.2 Serum havuzu

Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi ve Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu izniyle hastane rutin biyokimya
laboratuvarina gelen ve istenen testler calisilip sonucu verildikten sonra atilacak serum
ornekleri kullanildi. Kuru tiiplere alinan serum 6rneklerinden poliklinik hastalar1 olan
ve eser element degerlerini etkileyecek hastaliklari olmayan en az 50 bireyin serumlari
secildi ve esit miktarlarda karistirildi. Geri-kazanim (recovery) ¢alismalarinda
kullanilmak tizere hazirlanan serum havuzuna 2.5, 5, 10, 20 uM CuSO4 eklenerek

serum ortaminin 6lgiime olan etkisinin degerlendirilmesinde kullanildi.

3.2.3 Kromojen ajanlarin dalga boyu spektrumu

100-200 uM kromojen (5-Br-PAPS, Zincon, 3,5-DiBr-PAESA) deiyonize su
icerisinde ¢oziildii. Manuel spektrofotometre ile 280-760 nm dalga boylar1 arasinda

spektrum taramasi yapildi.

3.2.4 Kromojen ajan ve bakir iyonlarinin olusturdugu yapinin spektrumu

100 uM kromojen kimyasal ve 40 uM CuSOg4 ayr1 ayr1 deiyonize su igerisinde ¢oziildii.
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Kromojen igeren ¢ozeltiden 1000 ul ve standart ¢ozeltiden 100 pl 6l¢iim kiivetine
eklenerek karistirildi. Manuel spektrofotometre (marka, model vs.) ile 280-760 nm

dalga boylar1 arasinda absorbans spektrumu taramasi yapildi.

3.2.5 Farkh tampon ve pH degerlerinde bakir-kromojen kompleksinin

spektrumu

Farkli tampon bilesenleri ile pH 4 ile 10 arasinda degisen farkli derisimlerde tampon
¢ozeltileri hazirlandi. Her bir tampon ¢6zelti igerisinde 100 uM kromojen ¢oziilerek
calisma reaktifi hazirlandi. pH degeri ve tampon bilesenleri ile serumun etkilesiminin
degerlendirilmesi i¢in serum havuzu kullanildi. Her bir ¢alisma reaktifinden 1000 pl,
standart ¢ozeltilerden ve serum havuzundan 100 pl spektrofotometre kiivetine eklendi
ve 280-760 nm dalga boylar1 arasinda spektrum taramasi yapildi. Hazirlanan ¢alisma
¢ozeltisi ile serumun karisiminda bulaniklik olusmasi ve bakir-kromojen kompleksinin
verdigi absorbans degerlerine gore degerlendirme yapildi. Elde edilen sonuglar

karsilastirilarak ¢calismaya en uygun tampon bilesenleri ve pH degerleri belirlendi.

3.2.6 Surfaktan eklendiginde olusan bakir-kromojen kompleksinin spektrumu

Caligmaya uygun oldugu belirlenen tampon bilesenleri ile belirlenen pH araliklarinda
hazirlanan calisma ¢ozeltilerine uygun surfaktanlar eklendi. Standart cozelti ve
serumdan 100 pl, ¢alisma ¢ozeltisinden 1000 pl spektrofotometre kiivetinde karistirildi
ve 280-760 nm dalga boyu aralifinda spektrum taramasi yapildi. Elde edilen sonuglar
karsilagtirilarak ¢alismaya en uygun tampon bilesenleri, pH degerleri ve surfaktanlar
belirlendi. Hazirlanan ¢alisma ¢ozeltisi ile serumun karisiminda bulaniklik olusmasi
ve bakir-kromojen kompleksinin verdigi absorbans degerlerinin karsilastirmasina gore

degerlendirme yapildi.

3.2.7 Denatiiran ve katalizorler eklendiginde olusan bakir-kromojen

kompleksinin spektrumu

Calismaya uygun oldugu belirlenen tampon bilesenleri ile belirlenen pH araliklarinda
hazirlanan calisma c¢ozeltilerine uygun denatiiran ve katalizor ajanlar ayri ayr1 eklendi.
Standart ¢6zelti ve serumdan 100 pl, ¢alisma ¢ozeltisinden 1000 pl spektrofotometre
kiivetinde karistirild1 ve 280-760 nm dalga boyu araliginda spektrum taramasi yapildu.
Hazirlanan calisma ¢ozeltisi ile serumun karistminda bulaniklik olmasi ve bakir-

kromojen kompleksinin verdigi absorbans degerlerinin karsilagtirmasimna gore
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degerlendirme yapildi. Elde edilen sonuglar karsilastirilarak c¢alismaya en uygun

tampon bilesenleri, pH degerleri, surfaktanlar, denatiiranlar ve katalizorler belirlendi.

3.2.8 Uygunlugu belirlenen ¢alisma ¢ozeltilerinin otomatize klinik kimya

analizoriinde uygulanmasi ve degerlendirilmesi

Calismaya uygun oldugu belirlenen kromojen ajan, tampon bilesenleri, surfaktanlar,
denatiiranlar ve katalizorler farkli konsantrasyon, fakli pH degerleri ve farkli diliisyon
oranlar1 uygulanarak degerlendirildi. Uygulama ¢alismalarinda 2.5, 5, 10, 20, 40 uM
CuSOs4, ZnSO4 ve FeSOs iceren standart ¢ozeltiler ve serum havuzu kullanildi.
Calisma c¢ozeltileri orantili absorbans artisi, bulanikliga isaret eden bulgularin olup
olmamasi, reaksiyon grafiklerinin sekli ve ¢inko ve demir iyonlarinin interferensi
agisindan degerlendirildi. Orantili absorbans artig1 gosteren, serum havuzu ile
bulaniklik bulgusu vermeyen, c¢inko ve demir iyonlariyla interferensin
gozlemlenmedigi ve reaksiyon grafikleri beklendigi gibi gozlemlenen ¢alisma
reaktifleriyle yontemi gecerli kilma, performans degerlendirme ve stabilite

calismalarina devam edildi.

3.2.9 Yontemin gecerli kilinmasi ve performans degerlendirmeleri

Klinik kimya analizorii tizerinde caligmasi uygun oldugu belirlenen ¢alisma reaktifleri
kesinlik ve dogruluk, metot karsilastirma, tespit kabiliyeti (analitik sensitivite),
dogrusallik (linearite), toplam analitik hata, alt1 sigma, i¢ ve dis kalite kontroller,
Olglim belirsizligi, geri-kazanim (recovery), girisim (interferens), raf émrii ve cihaz

tizerinde stabilitesi ve referans aralig1 agisindan degerlendirildi.

3.2.9.1 Kesinlik ve dogruluk

Kesinlik ve hata hesaplamalar1 tek bir ¢alisma ile elde edilen veriler kullanilarak
yapildi. Bakir konsantrasyonlari bilinen kalite kontrol standartlar1 (Biorad ve Roche)
kullanildi. En az iki farkli seviyede bakir iceren kalite kontrol standartlar1 birbirini
takip eden 7 giin boyunca, her giin tek seferde 5 defa tekrarli 6l¢tim yapilarak caligildi

[107]. Elde edilen veriler kesinlik ve dogruluk degerlendirmesi igin kullanildi.

Kesinlik ve dogruluk degerlendirmesi icin elde edilen verilerle ortalama, standart
sapma, tekrarlanabilirlik (6l¢tim i¢i ve 6lglimler arasi degisim katsayisi-%CV) ve hata

(bias) degerleri hesaplandi.
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Kabul edilebilir kesinlikten sapmanin hesaplanmast i¢in referans araliklari
kullanilarak uygulanan deneysel biyolojik varyasyon yontemi kullanildi [111]. Kabul
edilebilir kesinlikten sapmanin (imprecision, CVa) hesaplanmasi i¢in asagidaki

denklemlerle ifade edilen hesaplama basamaklar1 izlendi.
CV, = (CV§ — 0.25)%5 (3.1)

CV'e referans limitlerinin (RLausik, RLyiksek) asagidaki denklemde belirtildigi gibi

logaritmik hesaplamasiyla elde edilir.

. 0.5
ClVg = (exp SE,mZ — 1) (3.2)

INRLyksek—INRLgisiik
3.92

SE,ln (3-3)

3.2.9.2 Kesinlik Degerlendirmesi

Microsoft-Excel “Analysis Toolpak™ eklentisi kullanilarak tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) yapildi. Varyans analizi sonucu elde edilen no (her bir 6lgiimde elde edilen
ortalama sonug¢ sayisi), X (sonuglarin tamaminin ortalamasi), MS; (gruplar arasi
karsilagtirmanin mean square degeri), MS2 (grup i¢i karsilastirmanin mean square
degeri), Vi (0l¢lim i¢i varyans), Va (Olclimler arasi1 varyans) degerleri kullanilarak
degisim katsayis1 (CV) hesaplamalar1 yapildi. Kesinligin ti¢ alt baslig1 olarak 6lgiim
ict CV (%CVj), olctimler aras1 CV (%CVa) ve laboratuvar i¢i CV (%CV)) asagidaki
denklemler 3.4-6 kullanilarak hesaplandi [107].

M

%CV; = ;2 x 100 (3.4)

((M51—M52))0'5
%CV, = ”+ x 100 (3.5)

(Vi'l'Va)

%CV, = x 100 (3.6)

3.2.9.3 Hata (bias) degerlendirmesi

Dogruluk degerlendirmesi i¢in hata hesaplamasi yapildi. Kalite kontrol
malzemelerinde belirtilen hedef degerler (TV) kullanildi. Deneyler sonucu elde edilen

veriler kullanilarak X (sonuglarin tamaminin ortalamasi) ve SEx (ortalamanin standart
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hatasi) hesaplandi1 [107]. Hata hesaplamasi ig¢in denklem 3.7 ortalamanin standart

hatast hesaplamasi i¢in denklem 3.8 kullanildi.

Hata =x—TV (3.7)
S

SE; = m (3.8)
(MS1—MS3)

Si= (Vi+Va)?®, Vi =MS;ve Va =

No

3.2.9.4 Metot karsilastirma

Calismamizda 185 serum ornegi kullanilarak atomik absorpsiyon spektrometrisi ve
yeni gelistirilen otomatize metotla 6l¢iim yapildi. Elde edilen verilerin dagiliminin
incelenmesi igin dagilim ve ortalama-fark grafikleri (Bland-Altman) kullanildi [115].
Referans yontem olarak atomik absorpsiyon spektrometrisi kullanildi. X ekseninde
referans yontem, Y ekseninde yeni gelistirilen yontemin sonuglar1 degerlendirildi.
Dagilim grafiginde Ol¢iim sonuglarinin referans araligin tamaminda dagilim

gostermesi gdz oniinde bulunduruldu.

Istatistik degerlendirmeleri Microsoft Excel Analysis Toolpak uzantis1 kullanilarak
gerceklestirildi. Yontemlerin karsilastirilmasi i¢cin Pearson korelasyon ve regresyon

analizleri yapildu.

Korelasyon katsayisi (r) hesaplamasinda denklem 3.9 kullanildi.

S (i) -7)
\/Z:—I (% —X) \/Z:— 1 (i —

Xi: referans metotla yapilan 6l¢iimiin sonucu

(3.9)

yi: yeni metotla yapilan l¢limiin sonucu

X ve y: her bir yontemle yapilan 6l¢iimlerin tamaminin ortalamasi

3.2.9.5 Analitik sensitivite (Tespit kabiliyeti)

Analitik sensitivite terimi diisiik analit konsantrasyonunda 6l¢iim yonteminin kesinlik
perfromansini degerlendirmek icin kullanilan testleri tanimlar. Testler “Limit of the
Blank* (LoB), “Limit of Detection” (LoD), “Limit of Quantitation” (LoQ) olarak
siralanir. Testlerin tamamu Olciilebilen en diislik analit konsantrasyonunu tanimlamak
i¢in kullanilir [116].
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3.2.9.6 LoB, LoD ve LoQ hesaplamasi

Analit icermeyen Ornek ile tekrarli Ol¢limler yapilarak, ol¢lim yonteminin kor
numuneden ayirt edebildigi analit konsantrasyonunun hesaplanmasimna LoB denir.
Calismamizda LoB hesaplamasi i¢in kor numune ile 3 giin iist iiste tek seferde 20ser
Olctiim gerceklestirildi. Elde edilen verilerden ortalama ve standart sapma hesaplandi.

LoB hesaplamasi i¢in agagidaki formiil kullanildi [116].
LoB = ortalamay, + 1.645(SDys,) (3.10)

LoD hesaplamasinda LoB seviyesinin 5 kat1 oraninda analit igeren standart ¢ozelti
diisiik konsantrasyonlu 6rnek olarak kullanildi. 3 giin iistii liste tek seferde 20 tekrarl

olarak 6l¢iim yapildi ve asagida belirtilen basamaklar izlenerek hesaplandi [116-118].

LoD = LoB + ¢, X SD (3.11)
1645
Cp = 1_—1 (3.12)
4(L-))

SD= diistik konsantrasyonlu standardin 6l¢iimlerin sonucu elde edilen verinin standart
sapmasi

L=toplam 6l¢iim say1s1

J= Olgiimler esnasinda kullanilan diisiik konsantrasyonlu 6rnek sayisi

Cp= diizeltme faktorii

LoQ, kabul edilebilir kesinlik ve dogrulukla olciilebilen en diisiik analit
konsantrasyonu olarak tanimlanir [119]. “Fonksiyonel sensitivite” CV=%20 elde
edilebilen analit konsantrasyonudur. Calismamizda LoD degerinde analit igeren
standartlar kullanilarak ii¢ giin {ist Giste tek seferde yirmiser defa olmak iizere toplamda
altmig Olgiim yapildi. Standart sapma (SD), degisim katsayis1 (CV) ve ortalama
hesaplandi [116].

LoQ = LoD + 10SD (3.13)
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3.2.9.7 Dogrusallik (Linearite)

Diisiik ve yiiksek konsantrasyonlu iki Ornek karistirilarak orantili olarak artan
konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler elde edildi. 11 adet standart ¢ozelti ile tiger defa
yapilan Olgimlerden elde edilen sonuglar kullanildi. Sonuglar y-eksenine,
konsantrasyon degerleri x-eksenine yerlestirildi. Polinomiyal regresyon analizi ile

linearite degerlendirildi [153].

3.2.9.8 i¢ (internal) Kalite Kontrol

Ug farkl seviyede analit igeren kalite kontrol materyali olarak diisiik seviye 32 pg/dl,
orta seviye 127 pg/dl ve yiiksek seviye 317 pg/dl bakir igeren ¢ozeltiler kullanildi.
Stabilite ¢alismalari i¢in her giin i¢ kalite kontrol 6lgtimleri gergeklestirildi. Yapilan
tekrarli 6l¢timlerin sonuglariyla standart sapma grafigi olusturuldu [154]. Sonuglarla
Levey-Jennings grafigi olusturuldu ve giinliik olarak takip edildi. =1 standart sapma
degeri %10 olarak hesaplandi. Hedef degerin 2 standart sapma digina ¢ikan sonuglar

kabul edilebilir araligin disinda kalan sonuglar olarak degerlendirildi [155].

3.2.9.9 D1s (Eksternal) Kalite Kontrol

Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Hastanesi
Rutin Biyokimya Laboratuvari Randox (Ingiltere) firmasi tarafindan uygulanan
RIQAS aylik Klinik Kimya Eksternal Kalite Degerlendirmesi programina kayitlidir.
Bu program dahilinde her ay laboratuvara gonderilen liyofilize insan serumu
ornekleriyle programa dahil analitlerin 6l¢imii yapilmaktadir. Sonuglar 234173/K
laboratuvar referans numaras ile Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Uygulama ve
Aragtirma Merkezi Hastanesi Rutin Biyokimya Laboratuvari adina kaydedilmekte ve
degerlendirilmektedir. Bakir Ol¢limii i¢in tez c¢aligmasinin erken ddnemlerinden
program dahilinde bakir 6l¢limii yapan laboratuvarlar arasina kaydolunmus ve bagka
laboratuvarlarla ve AAS, ICP-MS ve diger kolorimetrik yontemlerle kit performansi
karsilastirilmistir. Laboratuvarimiz ilk aylarda kolorimetrik yontemler grubunda, daha
sonra sonuglarin genel olarak AAS ile cok uyumlu oldugunun gézlemlenmesi tizerine

son alt1 ayda AAS ile 6l¢iim yapan laboratuvarlar grubunda degerlendirilmistir.
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3.2.9.10 Toplam Analitik Hata

Sertifikali referans materyal ile 30 tekrarli Sl¢iim yapildi ve elde edilen Sonuglar
kullanildi. Denklem 3.14’e gore %bias hesaplandi.

Hedef deger—Laboratuvarin sonucu
Hedef deger

%Bias = x 100 (3.14)

Iki farkli seviye bakir i¢ kalite kontrol materyali ile 30 giin iist iiste yapilan dl¢iim
sonuglar1 kullamldi. iki seviye igin ayr1 ayrt %CV degerler, hesaplandi. Total
Varyasyon katsayisi (%CV) hesab1 Denklem 3.15’e gore gergeklestirildi.

Total %CV = \/(Diizey 1 %CV)?2 + (Diizey 2 %CV)? (3.15)

Hesaplanan %Bias ve Total %CV degerleriyle Denklem 3.15’teki %TAH hesaplamasi
yapildi. Ricos vd. tarafindan yayinlanan biyolojik varyasyon veritabanindaki bakir
konsantrasyonu i¢in kabul edilebilir toplam hata orani olan %7.47 degeri kullanilarak

degerlendirme yapildi. % TAH denklem 3.16°¢ gore hesaplandi.

%TAH = %Bias + 1.65 X Total %CV (3.16)

3.2.9.11 Alt1 Sigma

Toplam analitik hata hesaplamasinda kullanilan %bias, %CV ve Ricos vd. tarafindan
belirlenen izin verilen toplam hata degeri (TEa) 7.47 kullanilarak denklem 3.17°daki
gibi hesaplandi.

__ %TEa—%bias
- %CV

(3.17)

3.2.9.12 Olciim belirsizligi (Um)
Toplam analitik hata hesaplamasinda kullanilan %bias ve %CV degerleri kullanilarak
Olctim belirsizligi hesaplandi. Genisletilmis 6l¢iim belirsizligi, %95 giiven aralig1 i¢in

k =2 almarak hesaplandi. Olgiim belirsizligi hesaplamasinda denklem 3.18 kullanildi.

U = V%CVZ + %bias? (3.18)

3.2.9.13 Tasinma (Carryover)

Calismamizda kisa protokol uygulandi [156]. En yiiksek konsantrasyonlu kalibratoriin

ardindan kor numunesi ¢alisildi. Korden 6l¢iilen absorbans degeri carry-over olarak
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kabul edildi. LoQ degerinin %20sinden diisiikk absorbans alinmasi carry-over

gozlemlenmemesi olarak degerlendirildi.

Diger reaktiflerin yeni yontem tizerinde carry-over interferensine sebep olup
olmadiginin degerlendirmesi i¢cin Gama Glutamil Transferaz (GGT), Demir Baglama
Kapasitesi (UIBC), Total Bilirubin, Direkt Bilirubin, Albumin, Kreatinin, Demir,
Cinko, LDL, HDL, Amilaz, Magnezyum, Fosfor, Ure, Alkalen Fosfataz, Trigliserid,
Glukoz, Kolesterol, Total Protein, Kalsiyum ve Kreatin Kinaz (ABBOTT, Illinois,
ABD) testleri ile pespese c¢alisilarak tekrarli 6l¢imler sonucu elde edilen veriler

degerlendirildi [157].

3.2.9.14 Geri-kazanim (recovery)

Serum havuzu ile 6l¢iim yapilarak havuzdaki bakir konsantrasyonu belirlendi. Serum
havuzuna farkli seviyelerde bakir iyonu iceren standart ¢ozeltilerden ekleme yapild.
Son eklenen bakir konsantrasyonu 2.5, 5, 10 ve 20 uM olan serum ¢ozeltileriyle bes
tekrarlt Ol¢iim yapildi. Her seviye i¢in elde edilen sonuglarin ortalamasi alindi.
Baglangicta bakir eklenmeden yapilan 6l¢iimiin sonucu géz oniinde bulundurularak
eklenen bakirin ne kadarinin tespit edilebildigi hesaplandi. %95-105 aras1 geri-

kazanim kabul edilebilir olarak degerlendirildi.

3.2.9.15 Girisim (interferens)

Cinko, demir, magnezyum ve kobalt interferensi degerlendirmeleri i¢in hazirlanan
serum havuzuna orantili olarak artan seviyelerde ¢inko, demir, kobalt ve magnezyum
iceren standart ¢ozeltilerden ekleme yapildi. Elde edilen serum havuzlariyla tek
seferde beser defa olacak sekilde bakir 6l¢iimii yapildi. Sonuglarin ortalama ve standart
sapma degerleri degerlendirildi. Hemoliz, bilirubin ve lipeminin sonuglarda
interferense sebep olup olmadigimin anlasilmasi igin yiiksek bilirubinli, lipemik ve
hemolizli serumlardan ayri ayri serum havuzlari hazirlandi. Elde edilen serum

havuzlariyla tek seferde beser defa olacak sekilde bakir 6l¢timii yapildi.

Ornek tiipiiniin iceriginden kaynakli interferenslerin degerlendirilmesi icin jelli, jelsiz

serum toplama tiipleri ve eser element tiipleri (BD Vacutainer, ABD) karsilastirildi.
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3.2.9.16 Raf omri ve cihaz iizerinde kullanim siiresi

Klinik kimya analizdriinde ¢aligmast uygun oldugu gozlemlenen calisma reaktifleri,
kalibratorler ve kontroller +4°C’de ve oda sicakliginda 3 farkli lot olacak sekilde
depolandi. Depolanan kitler ayda bir defa kesinlik, dogruluk, dogrusallik ve kor
absorbansi agisindan degerlendirildi. Elde edilen veriler raf dmriiniin belirlenmesinde
kullanildi. Kesinlik ve dogruluk degerlendirmeleri i¢in tek seviye kalite kontrol
malzemesi ayda bir defa tek seferde 20 Gl¢tim yapildi. Hesaplamalarda denklemler
3.1-3.8 kullanildi.

Cihaz iizerinde kullanim siiresinin belirlenmesi i¢in cihaza ii¢ farkli lot olarak
hazirlanan ¢aligma reaktifleri yerlestirildi. Her giin tek seferde 20 6l¢iim yapilarak elde
edilen verilerle hata, inter-lot ve intra-lot CV degerleri hesaplandi. Hesaplamalarda
denklemler 3.1-3.8 kullanildi.

3.2.9.17 Referans Arah@

Referans aralik belirleme ¢aligmasi i¢in indirekt yontem kullanildi [158]. 01.01.2019-
12.05.2019 tarihleri arasinda rutin biyokimya laboratuvarinda test edilip raporlanan
bakir 6l¢tim sonuglari kullanildi. Calisma grubuna 18-65 yas arasi poliklinige bagvuran
kadin ve erkek bireyler dahil edildi. Wilson, Menkes, Alzheimer, Parkinson,
Huntington gibi nérodejeneratif hastaliklar, kanserler, gebeler ¢alisma dis1 birakildi.
485 erkek, 518 kadin bireyin bakir 6l¢iim sonucu hesaplamaya dahil edildi. Ortalama
ve standart sapma (SD) hesaplandi. Ortalama-2SD alt referans limit, Ortalama+2SD

ust referans limit olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 5-Br PAPS

4.1.1 Manuel spektrofotometrede bakir dl¢iimii icin uygun dalga boyunun

standart cozeltiler kullanilarak belirlenmesi

Calismalara cozelti igerisindeki bakirla bir araya geldiginde renkli kompleks
olusturdugu literatiirde belirtilen ve 6n ¢aligmalarla da belirlenmis olan 2. 2-(5-
Bromo-2-piridilazo)-5-[N-propil-N-(3-sulfoprop,l)amino]fenol  disodium dihidrat
tuzu (5-Br-PAPS) ile baglandi.

1
0.9
0.8
0.7
0.6

0.5

Absrobans (A)

0.4

0.3

0.2

0.1

460
470
480
490
500
510
520
530
540
550
560
570
580
590
600
610
620
630
640
650
660
670
680
690
700
710
720
730
740
750
760

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1 : 40 uM CuSO4 igeren standart ve 200 uM 5-Br-PAPS igeren reaktif
karisiminin spektrum taramasi.

35



200 uM 5-Br-PAPS deiyonize suda ¢oziilerek hazirlanan ¢alisma reaktifi kullanildi.
40 uM CuSO4 igeren deiyonize su ile hazirlanmig standart kullanild.
Spektrofotometre kiivetine 1000 pl reaktif ve 100 pl standart ¢ozelti pipetlenerek
kanstirildi. 5 dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra 280-760 nm arasindaki dalga
boylarinda spektrum taramasi yapildi. Bakir-5-Br-PAPS kompleksinin en yiiksek
absorbans verdigi dalgaboyu 604 nm olarak tespit edildi (Sekil 4.1).
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4.1.2 Reaksiyonun optimum gerceklestigi tampon ortam ve pH araliginin

belirlenmesi

pKa degerleri 4,7 ile 9,2 arasinda degisen ¢esitli tamponlar belirlendi. Reaksiyon
gerceklesirken ortamin en iyi tamponlanabilece8i pH degeri tamponun pKa degerine
esit oldugu i¢in 100 mM konsantrasyon ve pH=pKa olan tamponlar hazirlandi. Her bir
tamponun icerisinde 200 uM 5-Br-PAPS ¢oziildii. 40 pM CuSOg igeren standartlar
kullanilarak 1000 pl reaktif ve 100 pl standart ¢6zelti pipetlendi ve spektrofotometre
kiiveti icerisinde karistirildi. 5 dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra 604 nm dalga
boyunda 6l¢iim yapildi. En yiiksek absorbans degerleri asetat tamponu igeren reaktif
ortaminda gozlemlendi (Tablo 4.1, Sekil 4.2).

Tablo 4.1 : pH=pKa ve 100 mM konsantrasyonda hazirlanan tampon
ortamlariyla yapilan absorbans ol¢iimleri.

Tamponlar Absorbans
pH 4,76 100 mM Asetat Tamponu 0,28
pH 4,8 100 mM Sitrat Tamponu 0,18
pH 8,06 100 mM Tris Tamponu 0,021
pH 9,2 100 mM Borat Tamponu 0,004
pH 7,2 100 mM Fosfat Tamponu 0,006

pH 7,2 100 mM Fosfat Tamponu
pH 9,2 100 mM Borat Tamponu
pH 8,06 100 mM Tris Tamponu
pH 4,8 100 mM Sitrat Tamponu

I
I
o
|
pH 4,76 100 mM Asetat Tamponu |

0O 005 01 015 0.2 025 0.3
Absorbans

Sekil 4.2 : pH=pKa ve 100 mM konsantrasyonda hazirlanan tampon ortaminda
yapilan absorbans dl¢iimlerinin karsilagtirmas.
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4.1.3 interferense sebep olan maddelerin belirlenmesi

Interferense sebep olabilecegi literatiirde belirtilen iyonlar1 (Zn**, Fe**,Mg**, Co™)
igeren tuzlar (ZnSOs, FeSO4, MgSOa, CoCl;) ve CuSOs kullanilarak 40, 20 ve 10 uM
standartlar deiyonize su ile hazirlandi (2). 100 mM pH=pKa asetat tamponu icerisinde
200 uM 5-Br-PAPS ¢oziilerek hazirlanan reaktif kullanildi. 1000 pl reaktif ve 100 pl
standart ¢ozelti pipetlendi ve spektrofotometre kiiveti icerisinde karistirildi. 5
dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra 604 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimi
yapildi. Demir ve ¢inko iyonlarinin diisiik derecede orantili interferense sebep oldugu

tespit edildi (Tablo 4.2, Sekil 4.3).

Tablo 4.2 : Interferense sebep olabilecegi tahmin edilen iyonlar ile hazirlanan
standartlarla yapilan 6l¢iimler.

Absorbans
Tuzlar 40uM  20uM 10 uM
ZnS04 0,038 0,026 0,009
FeSO4 0,028 0,015 0,005
MgSO4 0,002 0,003 0,004
CoCl2 0,001 0,001 0,002
CuS0O4 0,28 0,13 0,08

Cuso4 L

CoCI2

|
Mgso4 |
FeSO4 ‘
ZnS0O4 ‘
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Absorbans

10pM ®20 M m40 M

Sekil 4.3 : Interferense sebep olabilecegi tahmin edilen iyonlar ile hazirlanan
standartlarla yapilan 6l¢iimlerin karsilagtirmasi.
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4.1.4 Reaksiyon giicii ve absorbans degerini artiran, interferenslerin ortadan

kalkmasim saglayan surfaktanlarin ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi

100 mM pH=pKa asetat tamponu igerisinde 200 uM 5-Br-PAPS ¢oziilerek hazirlanan
reaktif kullanildi. Reaktif igerisine %1 Triton-x 100, %1 etilen glikol, %5 etilen glikol,
%10 etilen glikol, 1 mg/ml albiimin, %1 gliserol ayr1 ayr1 eklendi. 1000 ul reaktif ve
100 pl standart ¢ozelti pipetlendi ve spektrofotometre kiiveti icerisinde karistirildi. 5
dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra 604 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii

yapildi. Albiimin ve Triton-X 100’iin absorbans degerlerini arttirdigi gézlemlendi.

Tablo 4.3 : Surfaktanlar kullanilarak yapilan 6l¢iim sonuglari

Absorbans
Surfaktan Su 40 uM CuSO4  Standart - kor farki
% 1 Triton-X 100 0,056 0,0698 0,0138
%1 Etilen Glikol 0,0636 0,0657 0,0021
% 5 Etilen Glikol ~ 0,0707 0,0718 0,0011
% 10 Etilen Glikol 0,052 0,0563 0,0043
1 mg/mL Albumin  0,0801 0,0949 0,0148
% 1 Gliserol 0,0639 0,0723 0,0084

% 1 Gliserol

1 mg/mL Albumin
% 10 Etilen Glikol
% 5 Etilen Glikol
%1 Etilen Glikol

% 1 Triton-X 100

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Standart - kor farki - ®40 yM CuSO4 mSu

Sekil 4.4 : Surfaktanlar kullanilarak yapilan 6l¢lim sonuglarinin karsilagtirmasi.
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4.2 3,5-DiBr-PAESA

4.2.1 3,5-DiBr-PAESA reakitifi ile manuel spektrofotometrede bakir 6l¢iimii

icin en uygun dalga boyunun standart ¢ozeltiler kullanilarak belirlenmesi

Cozelti icerisindeki bakirla bir araya geldiginde renkli kompleks olusturdugu
literatiirde belirtilen ve On calismalarla da belirlenmis olan 4-(3,5-Dibromo-2-
piridilazo)-N-etill-N-sulfopropilanilin (3,5-DiBr-PAESA) ile ¢alisildi. 4mM 3,5-
DiBr-PAESA deiyonize suda ¢oziilerek reaktif hazirlandi. pH=pKa 100 mM asetat
tamponuyla 100 kat diliisyon yapildi. Cozelti icerisindeki son 3,5-DiBr-PAESA
konsantrasyonu 40 uM olacak sekilde ¢alisma reaktifi elde edildi. Caligsma reaktifi ile
280-760 nm dalga boylar1 arasinda spektrum taramasi yapildi. 3,5-DiBr-PAESA’nin
kendi spektrumu 400-580 nm arasi, tepe noktast 502 nm olarak tespit edildi (Sekil 4.5).
40 uM CuSO04 igeren deiyonize su ile hazirlanmis standart ¢ozelti kullanildi.

1.2

Absorbans (A)
o o
(o] (o]

o
~

cNoleolololololohololoholoNolololohololohNololoNolololhohoN el

LD O~ 0O DO 1A AN ML OO0 AN MSTETL O~-000 d0NMmM

MO OOMNTSTITITITTTTTTTOLWLWLWLWLWLWLWwLWLLW O O O O
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.5 : 40 uM 3,5-DiBr-PAESA ¢alisma reaktifinin spektrum taramasi.

Spektrofotometre kiivetine 1000 pl reaktif ve 100 ul standart ¢ozelti pipetlenerek
kanistirildi. 5 dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra 480-760 nm arasindaki dalga
boylarinda spektrum taramasi yapildi. Bakir-3,5-DiBr-PAESA kompleksinin en
yiiksek absorbans verdigi dalga boyu 604 nm olarak tespit edildi (Sekil 4.6).
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1.2

Absorbans (A)
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Sekil 4.6 : 40 uM CuSO4 igeren standart ve 40 uM 3,5-DiBr-PAESA igeren reaktif
karisiminin spektrum taramasi.

4.2.2 Reaksiyonun optimum gerceklestigi tampon ortam ve pH araliginin

belirlenmesi

pKa degerleri 4,7 ile 9,2 arasinda degisen cesitli tamponlar belirlendi. Reaksiyon
gerceklesirken ortamin en i1yi tamponlanabilecegi pH degeri tamponun pKa degerine
esit oldugu i¢in 100 mM konsantrasyon ve pH=pKa olan tamponlar hazirlandi. Her bir
tamponun igerisinde 100 uM 3,5-DiBr-PAESA ¢oziildii. 40 puM CuSOs igeren
standartlar kullanilarak 1000 pl reaktif ve 100 ul standart ¢ozelti pipetlendi ve
spektrofotometre kiiveti icerisinde karistirildi. 5 dakikalik inkiibasyon siiresinden
sonra 604 nm dalga boyunda reaktif koriine kars1 6l¢gtim yapildi. En yiiksek absorbans
degerleri asetat tamponu ve sitrat tamponu iceren reaktif ortamlarinda gézlemlendi
(Tablo 4.4, Sekil 4.7). Ayn1 zamanda 350-630 nm dalgaboyu araliginda yapilan
spektrum taramalariyla, tampon ortam1 ve pH degisimlerinin molekiiliin spektrumunu

degistirmedigi tespit edildi.
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Tablo 4.4 : pH=pKa ve 100 mM konsantrasyonda hazirlanan tampon
ortamlariyla yapilan absorbans olgtimleri.

Tamponlar Absorbans
pH 4,76 100 mM Sitrat Tamponu 0,48
pH 4,8 100 mM Asetat Tamponu 0,38
pH 8,06100 mM Tris Tamponu 0,081
pH 9,2 100 mM Borat Tamponu 0,03
pH 7,2 100 mM Fosfat Tamponu 0,16

pH 7,2 100 mM Fosfat Tamponu |
pH 9,2 100 mM Borat Tamponu i
pH 8,06100 mM Tris Tamponu |
pH 4,8 100 mM Asetat Tamponu |
pH 4,76 100 mM Sitrat Tamponu |
0 01 02 03 04 05 0.6

Absorbans

Sekil 4.7 : pH=pKa ve 100 mM konsantrasyonda hazirlanan tampon ortaminda
yapilan absorbans dl¢iimlerinin karsilagtirmas.

4.2.3 Interferense sebep olan maddelerin belirlenmesi

Interferense sebep olabilecegi literatiirde belirtilen iyonlar1 (Zn**, Fe**, Mg**, Co™)
igeren tuzlar (ZnSQO4, FeSO4, MgSO4, CoCl,) ve CuSO4 kullanilarak 40, 20 ve 10 uM
standartlar deiyonize su ile hazirlandi. 100 mM pH=pKa sitrat tamponu igerisinde 100
uM 5-DiBr-PAESA ¢oziilerek hazirlanan reaktif kullanildi. 1000 pl reaktif ve 100 pl
standart ¢ozelti pipetlendi ve spektrofotometre kiiveti icerisinde karistirildi. 5
dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra 604 nm dalga boyunda reaktif koriine kars
absorbans 6l¢iimii yapildi. Asetat tamponu kullanildiginda demir iyonlariin diisiik
derecede orantili interferense sebep oldugu tespit edildi. Demir iyonlarinin
interferense sebep olmasi ilizerine demiri baglama o6zelligi olan sitrat tamponu
kullanilarak devam edilmesine karar verildi. 100 mM pH=pKa sitrat tamponu ile
yapilan ¢alismalarda demir interferensinin ortadan kalktigi gézlemlendi (Tablo 4.5,

Sekil 4.8).
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Tablo 4.5 : Interferense sebep olabilecegi tahmin edilen iyonlar ile hazirlanan
standartlarla asetat tamponu iceren reaktif kullanilarak yapilan absorbans dl¢timleri.

Absorbans
Tuzlar 40 uM 20 uM 10 uM
ZnS04 0,008 0,003 0,001
FeSO4 0,009 0,003 0,002
MgSO4 0,002 0,003 0,004
CoCl2 0,001 0,001 0,002
CuSO4 0,28 0,13 0,08

CuSO4 I ee—
CoClI2

MgSO4

FeSO4

ZnS0O4

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Absorbans

10uM m20 uM ®40 uM

Sekil 4.8 : Interferense sebep olabilecegi tahmin edilen iyonlar ile hazirlanan
standartlarla yapilan absorbans 6lgiimlerinin karsilastirmasi.

4.2.4 Reaksiyon giicii ve absorbans degerini artiran, intereferenslerin ortadan

kalkmasini saglayan surfaktanlarin ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi

100 mM pH=pKa sitrat tamponu igerisinde 100 uM 3,5-DiBr-PAESA ¢oziilerek
hazirlanan ¢alisma reaktifi kullanildi. Reaktif igerisine surfaktanlar %1 oraninda
eklendi. 1000 pl reaktif ve 100 ul 40 uM CuSOys standart ¢ozelti spektrofotometre
kiiveti icerisinde karistirildi. 5 dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra 604 nm dalga
boyunda reaktif koriine kars1 absorbans 6l¢iimii yapildi. Standartla yapilan deneyler,
100 pL serum havuzuyla da tekrarlandi. Surfaktanlar standart ¢6zelti ve serumla elde

edilen absorbans degerleri, eklendiginde reaktifte bulaniklik olusturmasi ve reaktif
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serumla birlestirdiginde gozle goriilebilir ya da spektroftotometreyle tespit edilebilir

bulaniklik olusturup olusturmamasina gore degerlendirildi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6 : Surfaktanlar kullanilarak yapilan 6l¢iim sonuglari.

Surfaktan 40 uM Serum  Bulaniklik  Serumla
CuSO4  Havuzu Bulaniklik
Adogen 464 0 0 Var Var
Empigen 0 0 Var Var
Merpol A 0 0 Var Var
Metiltrioktil amonyum bromiir 0 0 Var Var
Liquinox 0 0 Var Var
Sodyum dodesil siilfat 0,262 0,126 Yok Var
Tetrametil amonyum kloriir 0,217 0,002 Yok Var
Albumin 0,125 0,015 Yok Var
Noniyonik surfaktan karigimi 0,227 0,031 Yok Yok
Anyonik surfaktan karisimi 0,23 0,006 Yok Yok
Ure 0,118 0,004 Yok Yok
Brij 35 0,006 0 Yok Yok
Benzetonyum kloriir 0 0 Yok Var
Alkanol XC 0 0 Var Var
Dodesil trimetil amonyum klortir 0 0 Yok Yok
DMMAPS 0 0 Yok Yok
Sodyum 1-dekan sulfonat 0 0 Var Var
Triton-X 100 0,02 0 Yok Var
Tween 20 0,085 0,042 Yok Yok

Elde edilen veriler géz 6niinde bulundurularak, sodyum dodesil siilfat, noniyonik
surfaktan karigimi, anyonik surfaktan karigimi, iire, tween 20 ve tetrametil amonyum
kloriir ile otoanalizor tizerinde yapilacak ¢alismalarda devam edilmesine karar verildi.
Denenen diger kimyasallarin, reaksiyonun yetersiz olmasi, reaktifle ya da serumla
birlestiginde ¢okelti ve bulaniklik olusturmasi sebebiyle kullanima uygun olmadigi

gbzlemlendi.
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4.2.5 Reaksiyon giicii ve absorbans degerini artiran, intereferenslerin ortadan
kalkmasin saglayan katalizorlerin, proteinleri denatiire ederek bagh
bakirin serbest kalmasini saglayacak ajanlarin ve kullanima uygun

konsantrasyonlarinin belirlenmesi

100 mM pH=pKa sitrat tamponu igerisinde 100 uM 3,5-DiBr-PAESA ¢oziilerek
hazirlanan reaktif kullanildi. Reaktif igerisine asagidaki katalizor ve denatiiran ajanlar
eklendi (Tablo 4.7). 1000 pl reaktif ve 100 pl 40 uM CuSOs standart ¢ozelti
spektrofotometre kiiveti igerisinde karistirildi. 5 dakikalik inkiibasyon siiresinden
sonra 604 nm dalga boyunda reaktif koriine karsi absorbans 6lgtimii yapildi. Standartla
yapilan deneyler, 100 pl serum havuzuyla da tekrarlandi. Katalizor ve denatiiranlar
standart ¢ozelti ve serumla elde edilen absorbans degerleri, eklendiginde reaktifte
bulaniklik olusturmasi ve reaktif serumla birlestirdiginde gozle goriilebilir ya da
spektroftotometreyle tespit edilebilir bulaniklik olusturup olusturmamasina gore

degerlendirildi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7 : Katalizor ve denatiiran ajanlar eklendiginde elde edilen sonuglar.

Rediiktan 40 uM Serum Bulaniklik Serumla
CuSO4 Havuzu Bulaniklik
20 mM ditiyotreitol 0 0 Var Var
5 M iire 0 0 Var Var
20 mM merkaptoetanol 0 0 Var Var
20 mM tiyoiire 0 0 Var Var
15 mM askorbik asit 0,217 0,061 Yok Yok
10 mM sodyum dodesil stilfat 0,286 0,129 Yok Var
50 mM sodyum siilfat 0,207 0,002 Yok Var
10 mM glukoz 0,165 0,025 Yok Yok
10 mM borik asit 0,006 0 Yok Yok
15 mM sodyum tetraborat 0,085 0,042 Yok Yok
10 mM sodyum disiilfit 0,118 0,004 Yok Yok
%1 dimetil formamid 0 0 Yok Yok

Elde edilen veriler goz onilinde bulundurularak, askorbik asit, sodyum dodesil siilfat,
sodyum siilfat ve glukoz ile otoanalizor iizerinde yapilacak g¢aligmalarda devam
edilmesine karar verildi. Denenen diger kimyasallarin, reaksiyonun yetersiz olmasi,
reaktifle ya da serumla birlestiginde ¢okelti ve bulaniklik olusturmasi sebebiyle

kullanima uygun olmadig1 gézlemlendi.
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4.2.6 Oto-analizor iizerinde kullanilacak reaktif ve numune miktarlariin,
kalibrator ve internal kontrol degerlerinin belirlenmesi ve metodun

standartlar iizerinde optimize edilmesi

400 mM pH=pKa sitrat tamponu igerisinde 120 uM 3,5-DiBr-PAESA ¢oziilerek
hazirlanan reaktif kullanildi. Sodyum sitratin bakir1 baglayarak absorbans diismesine
ve negatif interferense sebep oldugunun goriilmesi tizerine, tampon i¢eriginde sodyum
sitrat yerine disodyum hidrojen fosfat (NazHPO4) kullanildi. Iyonik giicii artirmak igin
glukoz ve sodyum siilfat eklendi (Sekil 4.9). Bu artigla beraber daha stabil ve
diskriminatif bir reaksiyon elde edildi. Rediiktan ajan olarak askorbik asit
eklenmesiyle reaksiyonun daha gii¢lii oldugu gozlemlendi. Serum ve reaktifin bir
araya gelmesi sonucu oto-analizor tizerinde tespit edilen gozle goriilmeyen diizeyde

tirbidite problemi sodyum dodesil siilfat (SDS) ve tween 20 kullanilarak ¢oziildii.

0.35
0.3
0.25
0.2
0.15

Absorbans

0.1
0.05

0 100 200 300 400 500 600
Zaman (sn)

—0—2.5 mM Glukoz/12.5 mM Sodyum Siilfat
—&— 5 mM Glukoz/25 mM Sodyum Siilfat
10 mM Glukoz/50 mM Sodyum Siilfat

Sekil 4.9 : 40 uM CuSO4 igeren standart kullanilarak degisen glukoz ve sodyum
stilfat konsantrasyonlarinin elde edilen absorbansa etkisi.

Kit iki reaktifli olarak hazirlandi ve kromojen ajan 3,5-DiBr-PAESA ikinci reaktif
(R2) igerisine koyuldu. 0-40 uM CuSOy, icerecek sekilde deiyonize su kullanilarak
hazirlanan standartlar {izerinde kitin ¢alismasi optimize edildi. 160 ul R1, 25 ul R2 ve
17 pl numune miktarlarinin en uygun oranlar oldugu gézlemlendi (Sekil 4.9 ve 4.10).

Kitin son formiilii ve uygulamasi asagida listelenmistir.
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R1:

100 mM sitrik asit

100 MM NaH2PO4

10 mM glukoz

50 mM NazS0s4

12.5 mM askorbik asit
5mM SDS

% 1 tween-20

R2:

100 mM sitrik asit

100 mM NaH2PO4

%1 tween-20

100 uM 3,5-DiBr-PAESA
Uygulama:

Kalibrator: 80 pM CuSOg4
R1: 160 ul

R2: 25 ul

Ornek: 17 ul
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—o— U ——15.87 ug/dL —A—31.75 ug/dL =>=63.5 ug/dL —¥=—127 ug/dL —@— 254 ug/dL
0.6

0.5
0.4

0.3

Absorbans

0.2

0.1

0
18 54 90 126 162 198 234 270 306 342 378 414 450 486 522 558 594

Zaman (sn)

Sekil 4.10 : 0-40 uM CuSO4 igeren standart ¢ozeltilerle oto-analizor lizerinde
yapilan deney sonuglarinin karsilagtirmasi.

0.25

02 ("“‘"""”"‘”"""

0.15

Absorbans

0.1

0.05

eerresreseeseel

18 54 90 126 162 198 234 270 306 342 378 414 450 486 522 558 594
Zaman

0

Sekil 4.11 : Serum havuzu (110 pg/dl) kullanilarak oto-analizor tizerinde yapilan
Ol¢limiin grafigi.
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Kromofor ajan olan ve bakirla reaksiyona girdigi literatiirde belirtilen 2-(2-(((2-
Hydroksi-5-sulfofenil)diazenil)(fenil)metilen)hidrazinil) benzoik asit (Zincon) ile
yapilan ¢alismalar sonucunda hedeflenen amag i¢in uygun olmadigi gézlemlenmistir.
5-Br-PAPS ile yapilan ¢alismalar molekiiliin planlanan kit i¢in kullaniminin uygun
oldugunu gostermistir. Fakat calisilan pH degerlerinde interferenslerin ortadan
kaldirtlmas1 miimkiin olmamistir. Bakirla spesifik bir reaksiyona girerek renkli
kompleks olusturdugu bilinen baska bir ajan olan 4-(3,5-Dibromo-2-piridilazo)-N-etil-
N-(3-sulfopropil)anilin (3,5-DiBr-PAESA) ile ayn1 basamaklardan olusan ¢alismalar
yapilmustir. 3,5- DiBr-PAESA’nin ii¢ kimyasal arasindan hedeflenen amag i¢in en
uygun olan1 oldugu tespit edilmistir. Standart ¢ozeltilerle yapilan ¢alismalar sonucu
diskriminatif sonuglar elde edilebildigi, ¢inko ve demir interferensinin olmadigi
goriilmiistiir. Bu sebeplerden dolayi, klinik kimya analizérii calismalari ve serum
standardizasyonu 3,5- DiBr-PAESA igeren reaktifle yapilmistir. Elde edilen sonuglar
goz Onilinde bulundurularak uygun surfaktan ve katalizorler, uygun kit
konsantrasyonlar1 denenerek kitin klinik kimya analizoriine aplikasyonu yapilmistir.
Bakir iceren standartlar ile optimize edilen aplikasyon serum ornekleri lizerinde
standardize edilerek rutin kullanima uygun hale getirilmistir. Performans ve stabilite

degerlendirmeleri standardize edilen reaktifle yapilmstir.

4.3 Yontemin Gegerli Kilinmasi ve Performans Degerlendirmeleri

Klinik kimya analizorii {izerinde calisilmasi uygun oldugu belirlenen ¢alisma
reaktifleri kesinlik ve dogruluk, metot karsilastirma, tespit kabiliyeti (analitik
sensitivite), dogrusallik (linearite), i¢ ve dis kalite controller, toplam analitik hata,
6l¢iim belirsizligi, alt1 sigma, geri-kazanim (recovery), girisim (interferens), raf dmrii

ve cihaz lizerinde stabilitesi ve referans aralig1 agisindan degerlendirildi.
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4.3.1 Kesinlik ve Dogruluk

Gilin

Konsantrasyon (pg/dl) 41,7 182,1 41,7 182,1 417 182,1 417 182,1 41,7 1821 41,7 1821 417 1821
Olgiim 1 (pg/dl) 41,8 1819 41,6 181,8 415 1819 419 181,8 414 182 42,2 1841 419 1826
Olgiim 2 (ng/dl) 419 1825 41,7 1819 41,6 182,3 41,6 1825 418 1834 418 1834 412 1808
Olgiim 3 (ng/dl) 41,6 182,3 41,8 182,3 418 181,8 41,7 1823 419 1828 42,1 1817 42,1 1809
Olgiim 4 (ug/dl) 41,4 180,6 42,1 181 41,6 182,3 41,8 181 418 1816 416 1831 421 1834
Olgiim 5 (ug/dl) 41,8 181,7 42,1 1834 417 180,8 421 181,7 42,1 1817 41,7 1823 419 1831
Ortalama (pg/dl) 41,7 181,8 41,9 182,1 41,6 181,8 41,8 1819 418 1823 419 1829 418 18272
Rolatif deviasyon 0,384 0,297 0,478 0,341 0,240 0,242 0,383 0,264 0526 0,329 0525 0536 0,813 0,582
SD 0,200 0,742 0,230 0,876 0,114 0614 0,192 058 0,255 0,775 0,259 0,939 0,371 1,230
Ccv 0,480 0,408 0,550 0481 0,274 0338 0460 0,322 0,610 0,425 0,618 0513 0,888 0,675

Tablo 4.8 : Iki farkli seviye kalite kontrol malzemesi kullamilarak gerceklestirilen kesinlik ve dogruluk deneylerinden elde edilen veriler.
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Tablo 4.9 : Diisiik seviye kalite kontrol malzemesiyle yapilan kesinlik ve
dogruluk degerlendirmesi istatistik sonuglari.

N 35
Glin 7
No 5)
Aralik 41,4-42,2
Kesinlik
Olciim ici Olciimler arasi
Varyans 0,059 0,0038
Standart sapma 1,65 0,23
%CV 0,58 0,23
Hata
Hedef deger 41,70
Ortalama 41,79
Aralik 41,4-42,2
Standart hata 0,042
Tablo 4.10 : Yiiksek seviye kalite kontrol malzemesiyle yapilan kesinlik ve
dogruluk degerlendirmesi istatistik sonuglari.
N 35
Glin 7
No 5
Aralik 180,6-184,1
Kesinlik
Olgiim ici Olgiimler arasi
Varyans 0,71 0,77
Standart sapma 4,67 20,12
%CV 0,46 0,059
Hata
Hedef deger 182,1
Ortalama 182,13
Aralik 180,6-184,1
Standart hata 1,04
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4.3.2 Metot Karsilastirma
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Sekil 4.12 : AAS ve kolorimetrik yontemle yapilan 6l¢iimlerin dagilimi (pug/dl).
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Sekil 4.13 : Sonuclarin Bland-Altman Dagilim grafigi.

Korelasyon katsayis1 0.9785, regresyon analizi sonucu elde edilen r? degeri 0.9647

olarak hesaplanmigtir. Fark-ortalama dagilim grafiginde sonuglarin tamamina yakini
+2 SD degerinin i¢indedir.
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4.3.3 Tespit Kabiliyeti (Analitik Sensitivite)

Tablo 4.11 : Limit of Blank hesaplamasi i¢in yapilan 6l¢timlerin sonuglari.

Giin 1 2 3
Olgiim (ng/dl)

1 0 0 0.1
2 0.1 02 01
3 0.1 01 O

4 0 0 0

5 0.1 01 O

6 0.2 0 0.1
7 0.1 02 0

8 0 0 0.1
9 0.1 0.1 0.1
10 0.2 0 0
11 0.2 01 O
12 0.1 02 01
13 0 0 0.1
14 0 01 O
15 0.2 01 O
16 0.1 0 0
17 0 01 01
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0.1 01 O
Ortalama 0.063333333

Standart sapma 0.069774071

LoB = ortalamayg, + 1.645(SDys,) = 0,178 ug/dl
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Tablo 4.12 : Limit of Detection ve Quantitation hesaplamasi i¢in yapilan
Olclimlerin sonuglari.

Giin 1 2 3
Olgiim (pg/dl)
1 025 0.26 0.23
2 0.6 052 054
3 072 0.7 0.75
4 096 1.02 0.95
5 025 0.27 0.25
6 052 051 047
7 0.73 0.74 0.76
8 097 0.95 0.96
9 026 0.27 0.25
10 053 052 0.58
11 0.77 0.74 0.78
12 098 0.97 094
13 0.23 0.26 0.27
14 056 0.57 0.55
15 0.76 0.72 0.73
16 025 0.78 05
17 056 0.98 0.99
18 0.73 0.27 0.28
19 1 057 05
20 024 0.72 0.75
Ortalama 0.604
Standart sapma 0.259864371
%CV 0,8
1.645
¢p=——7— = 1652
)

LoD = LoB + ¢, X SD = 0,18 + 1,652 X 0,26 = 0,607 pg/dl

LoQ=LoD+10SD=3,207 pg/dl
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4.3.4 Dogrusallik (Linearite)

Dogrusallik degerlendirilimesi igin yapilan ¢alismalarin sonucunda yontemin 4-1000

ug/dl araligindaki bakir konsantrasyonlarinda dogrusal oldugu gézlemlenmistir.

Tablo 4.13 : Dogrusallik tespiti igin yapilan ¢alisma sonuglart.

Konsantrasyon (ug/dl)
Diliisyon Orant Olgim1 Olgim2  Olgiim 3 Mean
Disiik 4 3.8 3.6 4.2
1 103.6 103.7 102.9 103.2 103.26
2 203.2 202.9 202.6 203.5 203.00
3 302.8 303.1 303.2 303.4 303.23
4 402.4 401.8 402.1 403.5 402.46
5 502 503.4 505.4 502.3 503.70
6 601.6 600.3 601.4 602.5 601.40
7 701.2 700.5 703.6 705.6 703.23
8 800.8 802.3 805.6 802.3 803.40
9 900.4 896.4 902.4 898.6 899.13
Yiiksek 1000 996.5 1000.4 995.4 997.43
Regresyon esitligi y=0.9996x+0.4032 r=1
1000 .
y = 0.9996x + 0.4032 e
800 R?=0.99 -
600 e
400 o
200 e
0 e
0 200 400 600 800 1000

Sekil 4.14 : Linearite grafigi.
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4.3.5 I¢ (internal) Kalite Kontrol

41
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Sekil 4.15 : Diisiik seviye (32 pg/dl) bakir iceren i¢ kalite kontrol materyalinin 30
glinliik 6l¢iim sonuglar1 (Standart sapma=3.2).

165.1
152.4
139.7

et MW

114.3

Bakir konsantrasyonu (ug/dL)

101.6

88.9
12345678 9101112131415161718192021222324252627282930

Giinler

Sekil 4.16 : Orta seviye (127 pg/dl) bakir iceren ig kalite kontrol materyalinin 30
giinliik 6l¢tim sonuglar1 (Standart sapma=12.7).
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Sekil 4.17 : Yiiksek seviye (318 pg/dl) bakir i¢eren i¢ kalite kontrol materyalinin 30
glinliik 6l¢tim sonuglar1 (Standart sapma=31.8).

Sekil 4.15-17°de verilen 30 giinliik diisiik, orta ve yiiksek seviye i¢ kalite kontrol
sonuglar1 bu siire zarfinda kit performansinda sapma olmadigimi gostermektedir. Ug
seviyenin de 6l¢limlerinde kabul edilebilir aralik olan £2SD degerlerinin disina ¢ikan

hi¢ bir 6l¢iim gozlemlenmemistir.
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4.3.6 D1s (eksternal) Kalite Kontrol

Sekil 4.18’de aylik bakir RIQAS dis kalite kontrol degerlendirmesinin 2019 y1l1 Mayis

ay1 sonuglar1 genel goriiniimii bulunmaktadir.

Ortalama,
SD, %CV,
Unm, SDPA
degerleri
HONTHLY CLRCAL CHEME TRY Lmh\Ji‘I’FEF.m 1TMHITE CACLE 1& SAMALES 705209
—
Copper, ug/di SRR RN IR R IR R RN R Y
) AAS ile
O anrabes - 158031 b 1% &0 L[] “' ...
[ R— 0 s s we mm . P . karsilastirma
W st Spaarid sy s 3 L1 5% TAT Tk D 2 - sonucu
[] ™
] - P w ’/
O [ ¥ {1 (1]
BTN (5
TS " .
- - EERRERREAREEIEERREE
R %2 TERA - T W
T -
st i, i bl s Wik ol Vit i T
s et et 0 . Hedef s.kor .
i degerlendirmesi
.
1. . %Sapma
i i - sonuglar1
1 " L]
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L _wM mN ml:ﬂﬂ“-ﬂl“ »
- -
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I M | B D 29005201 9 Fpa 13 ==

Sekil 4.18 : RIQAS Bakir Olgiimii D1s Kalite Kontrol degerlendirmesi Mayis 2019
sonucu, genel goriiniimii.
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MONTHLY CLINICAL CHEMISTRY

LABORATORY REF. NO. 234173/K

CYCLE |6 SAMPLE 6 24/06/2019

Copper, ug/di

N Mean CV% U, SDPA Exc.
(] All Methods 66 93311 18.1 260 1889 9
B Acomic absorption 14 93745  22.1 6.93 20.20a |
M varian SpectrAA analysers 3 102.793 57 420 208l 0
A Your Result 99.000 SDI 0.26
RMSDI 0.52
B Meanfor Comparison 93.745 TS 120
RMTS 95
%DEV 5.6
RM%DEV 79
Acceptable limits derived from Biological Variation 7.47%
Acceptable limits of performance for RIQAS 33.30%
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Colorimetric 51
Atomic absorption 14
Mass Spectrometry 2
Issue No: | Issue Date: 26/06/2019
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M Mean CW% Um SDPA  Exc.

D All Methods b4 158.321 60 39 305 8
D Atomic absorption 13 169 842 109 639 3438 [
. Warian SpectrAA analysers 3 185.051 59 TBT 374 0
A Your Result 183.000 s 0.38
FMSO 0.62
D Mean for Comparison 169842 TS 13
RMTS a9
®DEV 1.7
FM%EDEY 9.3
Acceprble limics derived from Biological Variadon 147 %
Accepmble limics of performance for  RICAS 13.30%

Sekil 4.19 : Mayis 2019 dis kalite kontrol degerlendirmesi SD, ortalama, %CV, Um,
SDPA degerleri.

Gelistirilen yeni yontemle yapilan son 6 aylik dis kalite kontrol sonuglari, AAS
grubuyla karsilastirilarak ortalama, standart sapma (SDI), %CV, %sapma, ol¢lim
belirsizligi (Um) hesaplamalari yapilmistir. Yeni yontemin AAS ile karsilagtirildiginda

hem zmana gore, hem de tek bir sonuca gére uyumlu sonuglar vermektedir.
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Sekil 4.20 : Standart sapma ve hedef skordan sapma grafikleri.

Sekil 4.20°de iistte zamana gore sonuglarin standart sapma igerisinde dagilim grafigi
ve altta hedef skora gore dagilim grafigi goriilmektedir. Ol¢iim sonucu degerleri son 6
ayda (AAS ile karsilastirildiginda) £1SD degerlerinin digina ¢ikmamustir. En iyi
sonucun 120 olmasi beklenen TDPA hesaplamasinda son alt1 aylik sonuglarin 120’ye

yakin seyrettigi goriilmektedir.
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Sekil 4.21 : %Sapma zamana gore ve konsantrasyona gore dagilim grafigi.

Sekil 4.21 %sapma degerinin zaman (listte) ve konsantrasyona (altta) gore dagilimini
gostermektedir. %Sapma, laboratuvar tarafindan yapilan 6l¢iimiin karsilastirildigi
ortalamadan ne kadar saptigini ifade eder. Sonug sifira ne kadar yakinsa 6l¢iim o kadar
sagliklidir. Son 6 aylik 6l¢limlerde bakir 6l¢iimii icin kabul edilebilir sapma olan

%7.47°den uzak sonuclar elde edildigi gozlemlenmistir.

Di1s kalite kontrol sonuglart bir biitliin olarak degerlendirildiginde yeni gelistirilen
yontemin programa kayith diger 49 kolorimetrik Ol¢lim yontemine kiyasla altin
standart metot olan AAS ile daha yakin sonuglar verdigi, performansin zamana ve
konsantrasyona gore degerlendirildiginde tutarli oldugu goriilmektedir. Bu sebeple son

6 aylik dl¢timler kolorimetri grubuna degil AAS grubuna kaydedilmistir.
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4.3.7 Toplam Analitik Hata

Tablo 4.14 : iki farkl seviye ic kalite kontrol materyali ve sertifikal referans
materyal ile %TAH hesaplamasi i¢in yapilan tekrarli 6l¢iim sonuglari.

Giin Diisiik seviye Yiiksek seviye SRM

1 32 320 97

2 32 325 98

3 32 322 96

4 31 324 97

5 32 316 98

6 32 314 97

7 32 315 97

8 32 319 99

9 33 320 97

10 33 322 97

11 31 321 96

12 32 317 96

13 32 329 97

14 33 327 98

15 32 315 96

16 33 312 98

17 31 311 97

18 32 313 98

19 33 320 96

20 33 325 98

21 31 316 100

22 32 326 98

23 31 319 96

24 32 314 97

25 33 322 98

26 32 318 97

27 31 319 96

28 31 317 98

29 32 325 96

30 32 318 99
Ortalama 32.03 319.36 97.26
SD 0.69 4.61 1.099
%CV 2.17 1.44 1.13
Fark 0.028

%Bias 1.23

%TAH = %Bias + 1.65 X Total %CV=1.89 < TAH.=7.47
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4.3.8 Alt1 Sigma Degerlendirmesi

Toplam analitik hata hesaplamalarinda da kullanilan sertifikali referans materyalden
elde edilen bias ve internal kontrol degerlendirmelerinden elde edilen %CV degeri
kullanildi. Yontemin sigma degeri 3.5 olarak hesaplandi.

4.3.9 Ol¢iim Belirsizligi

%CV degeri 2.6, %bias degeri 1.23 olarak hesaplandi. k sabiti 2 olarak dahil edildi.

Um =+ %CV2 + %bias? = 2.87 x k = 5.74

65



4.3.10 Carryover

En yiiksek seviyeli kalibrator (508 pg/dl) calisildiktan sonra kor (deiyonize su)
calisildi. Deney 20 defa tekrarlandi. Ortalama ve standart sapma hesaplandi. LoQ
degerinin altinda kaldigi i¢in yeni gelistirilen yontemin diger ornek ve Kkitlere
carryover etkisi olmadigi kabul edildi. Reaktif carry-over etkisi i¢in degerlendirilen
parametreler arasinda sadece protein 6lgiimiinde %2 oraninda interferens tespit edildi.

Ozel kiivet ve pipet ytkama komutu verilerek sorun ¢oziildii.

Tablo 4.15 : Carryover ¢alismasi sonuglari.

Olgiim 508 pg/dl Kor
1 502 3
2 503 7
3 501 5
4 504 2
5 508 1
6 509 0
7 510 9
8 507 7
9 506 5
10 503 6
11 509 2
12 511 3
13 507 1
14 508 0
15 509 1
16 509 2
17 507 0
18 508 4
19 511 3
20 512 1
Ortalama 507.2 3.1

Standart sapma  3.13 2.63
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4.3.11 Geri-kazamim (Recovery)

Tablo 4.16 : Geri-kazanim ¢alismas1 sonuglari.

Eklenen Bakir Olgiim Olgiim Olgiim Olgiim Ortalama
Konsantrasyonu 1 Recovery 2 Recovery 3 Recovery 4 Recovery Total Bakir Ortalama Recovery
0 pg/dl 85 98.38 87 100.69 84.6 97.92 89 103.01 86.4 86.4 100.00
32 pg/dl 114.8 96.96 116 97.97 112.8 95.27 118 99.66 118.4 1154 97.47
64 pg/dl 148.3 98.60 152 101.06 149.7 99.53 146.2 97.21 150.4 149.05 99.10
128 pg/dl 215.6 100.56 214 99.81 216.2 100.84 218.9 102.10 214.4 216.175 100.83
256 pg/dl 345 100.76 348.2 101.69 346 101.05 344.1 100.50 342.4 345.825 101.00
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4.3.12 Girisim (interferens)

Tablo 4.17 : Iyonlarin girisim degerlendirmesi sonuglari.

_ Eklenen Olgiim Olgiim Olciim Olgim  Olgiim
Interferent Konsantrasyon 1 2 3 4 5  Ortalama
0 0 162 162 162 163 163 162
1 50 163 162 162 162 162 162
2 100 163 163 163 163 164 163
3 150 163 163 163 163 163 163
Cinko 4 200 163 163 164 163 164 163
(ug/dl) 5 250 163 163 164 163 163 163
0 0 162 163 162 162 162 162
1 44 162 162 162 163 162 162
2 88 163 162 163 163 163 163
3 132 162 162 162 162 163 162
Demir 4 176 163 163 162 162 163 163
(ug/dl) 5 220 162 163 163 163 163 163
0 0 162 162 162 162 162 162
1 24 163 163 162 163 162 163
2 48 162 163 162 162 162 162
B 72 162 162 162 163 163 162
Kobalt 4 96 162 162 163 162 163 162
(ug/dl) 5 120 162 162 163 162 162 162
0 0 162 162 162 163 163 162
1 10 162 162 162 163 162 162
2 20 163 163 163 162 163 163
3 30 162 162 162 162 163 162
Magnezyum 4 40 162 162 163 163 162 162
(ugdl) 5 50 163 163 163 163 162 163
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Tablo 4.18 : Hemoliz, ikter ve lipemi interferens degerlendirmesi sonuglari.

Olgiim Olgiim Olgiim Olgiim  Olgiim

Interferent Ornek  Konsantrasyon 1 2 3 4 5  Ortalama
Hemoglobin 1 15 162 162 162 163 163 162
(g/dl) 2 30 185 170 175 182 190 180
Bilirubin 1 15 162 164 162 164 163 164
(mg/dl) 2 3 160 162 165 163 162 161
Kolesterol 1 250 160 162 162 166 164 165
(mg/dl) 2 500 162 162 162 163 162 162
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4.3.13 Raf Omrii

Tablo 4.19 : 9 Kasim 2018 raf 6mrii degerlendirmesi sonuglari.

Kriter Lot 4D$g$/‘$ 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3.7 2:8 1:9 Touokgslg‘ PR
1 4.1 105.6 204.5 299.9 401.6 505.3 612.6 715.6 820.7 925.8 1012 0.9998
Dogrusallik 2 3.8 104.7 206.5 308.4 415.6 508.6 608.9 704.9 818.4 918.7 1022 0.9994
3 3.7 106.9 208.7 311.4 399.8 511.3 606.4 711.6 798.6 914.7 1035 0.9999
Kesinlik i¢in kullanilan referans materyal: 81 pg/dl
| Olgiim sonuglart (ug/dl) | Ort CV Hata
Kesinlik ve 1 80 80 81 84 8 8 78 8 8 81 84 78 79 8 81 81 83 8 76 80 806 24 04
dogruluk 2 8 80 8 8 80 8 8 78 79 8 8 80 8 8 78 8L 80 80 82 76 80.7 26 -03
3 80 82 80 8 82 80 8 80 80 81 82 78 80 8 81 82 83 81 8 75 81 23 0
Lotlar arasi L 80.62
kesinlik 2 80.69 CV:0.17%
3 80.95
Kériin 1 0.0869
absorbansi 2 0.0919
3 0.0958
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Tablo 4.20 : 10 Aralik 2018 raf 6mrii degerlendirmesi sonuglari.

Kriter Lot 4D$g$/l$ 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3:7 2:8 1:9 }{Slé(gslg(/dl 2

1 3.9 103.5 203.6 302.9 402.6 505 602 700.6 812 916 1030 0.9996
Dogrusalik 2 3.9 102.5 204.6 301.9 400.6 503 601.3 703.6 809 926 1090 0.9964

3 3.8 103.9 202.6 300.4 403 506 603.6 710 803 915 1020 0.9998
Kesinlik i¢in kullanilan referans materyal : 81 pg/dl

| Olgiim sonuglart (ug/dl) | Ort CV Hata

Kesinlik ve 1 80 80 8 80 80 80 81 84 8 8 8 8 8 8 8 80 80 8 80 80 8051 0.7 -05
dogruluk 2 81 82 80 8 80 8 8 80 83 8 81 81 8 8 80 81 82 80 80 82 8111 1.1 01

3 81 82 81 81 80 80 8 8 81 8 80 8 8 8 84 80 80 80 80 80 80.87 1.2 09
Lotlar aras1 L 80.51
kesinlik 2 81.11 CV: 0.17%

3 80.87
Kériin 1 0.0925
absorbanst 2 0.0965

3 0.0934
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Tablo 4.21 : 10 Ocak 2019 raf 6mrii degerlendirmesi sonuglari.

Kriter Lot 4D$g$/l$ 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3:7 2:8 1:9 }{Slé(gslg(/dl

1 4.1 104.5 204.7 300.9 403.8 506.7 603.4 701.9 823.1 906 1020.6  0.9997
Dogrusallik 2 3.8 101.8 203.6 300.6 405.6 507.6 611.3 709.6 798 916.8 1060.3  0.9984

3 4.6 102.8 205.7 308.9 403 506.2 603.6 710 803 915.3 1020.8  0.9998
Kesinlik i¢in kullanilan referans materyal : 81 pg/dL

| Olgiim sonuglart (ug/dl) | Ort CV Hata

Kesinlik ve 1 81 80 80 8 81 8 78 82 80 8 84 79 8 8 82 8 8 8 76 80 80.82 23 -02
dogruluk 2 80 82 80 80 84 8 82 81 78 8 8 82 80 8 82 8 82 82 78 81 813 2 13

3 81 78 77 80 80 8 8 80 80 8 77 76 81 8 78 79 81 80 80 80 79.88 19 0.1
Lotlar arasi L 80.82
kesinlik 2 81.3 CV: 0.89%

3 79.88
Kériin 1 0.0896
absorbanst 2 0.0928

3 0.0906
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Tablo 4.22 : 11 Subat 2019 raf dmrii degerlendirmesi sonuglari.

Kriter Lot ?ﬁ;‘iﬁ 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3:7 2:8 1:9 fouokgﬁlg‘/ .

1 4.1 104.8 206.4 298.6 403.5 497.3 609.6 704.5 809.8 906.7 962.5  0.9986
Dogrusallik 2 38 104.7 207.8 298.5 406.9 504.9 607.9 700.6 811.4 908.9 971.7  0.999

3 3.7 106.9 204.6 306.9 398.9 507.6 603.7 701.9 801.6 891.3 993.4 0.9999
Kesinlik i¢in kullanilan referans materyal : 81 pg/dl

| Olgiim sonuglart (ug/dl) | Ort CV Hata

Kesinlik ve 1 80 80 80 8 8 80 80 81 8 8 8 79 79 8 81 78 79 80 78 80 80.67 14 -03
dogruluk 2 81 8 8 81 8 8 8 79 8 8 81 8 8 8 79 79 80 8 79 80 8055 1 -0.5

3 80 81 8 79 81 8 8 81 8 8 8 76 8 8 8 8 81 80 80 82 8059 16 -04
Lotlar aras1 L 80.67
kesinlik 2 80.55 CV: 0.06%

3 80.59
Kériin 1 0.0876
absorbanst 2 0.0919

3 0.0963
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Tablo 4.23 : 11 Nisan 2019 raf 6mrii degerlendirmesi sonuglari.

Kriter Lot 4D$g$/liﬁ 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3:7 2:8 1:9 }{Slé(gslg(/dl 2

1 4.6 100 202 290.5 400.3 510.9 583.6 703.6 816 893 990.3 0.9992
Dogrusallik 2 3.9 102.6 198.2 3104 409.3 508.6 612.6 715.3 810.6 906.3 1030 0.9997

3 4.1 102.8 210.6 296.3 396.4 492.9 606.4 704.5 810.4 915 1036 0.9992
Kesinlik i¢in kullanilan referans materyal : 81 pg/dl

| Olgiim sonuglart (ug/dl) | Ort CV Hata

Kesinlik ve 1 80 81 80 8 81 8 78 8 80 8 84 79 78 8 8 8 8 8 76 80 80.71 21 -0.3
dogruluk 2 82 80 81 80 80 8 76 77 75 8 8 83 80 8 81 8 82 81 79 80 8042 21 -06

3 80 80 81 82 80 79 77 75 80 8 8 79 77 84 81 80 80 80 80 80 80.39 23 -0.6
Lotlar arasi L 80.71
kesinlik 2 80.42 CV:0.17%

3 80.39
Kériin 1 0.0876
absorbanst 2 0.0919

3 0.0963
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4.3.14 Cihaz iizerinde kullanim siiresi

Tablo 4.24 : 8 Mart 2019 cihaz {izerinde kullanim siiresi degerlendirmesi sonuglari.

- Diisiik . . . . ' . . . . Yiiksek ,
Kriter Lot apg/dl 9:1 8:2 7:3 6:4 55 4:6 3:7 2:8 1:9 1000ug/d] r
1 4.2 102.8 203.7 301.3 402.6 500.8 600.4 698.2 794.3 897.3 986.1 0.9999
Dogrusalik 2 3.8 101.8 202.1 301.9 401.8 500,9 587.3 702.5 789.3 896.5 995.6 0.9998
3 4.3 102.8 203.6 301.4 400.9 503.4 604.6 700.8 800.4 876.3 992.3 0.9996
Kesinlik i¢in kullanilan referans materyal : 81 pg/dl
| Olgiim sonuglart (ug/dl) | Ort CV Hata
Kesinlik ve 1 81 80 8 81 79 8 77 8 81 83 83 8 78 8 8 78 8L 8 78 81 804 19 -0.6
dogruluk 2 82 80 8 8 78 8 8 79 8 80 8 8 8 8 77 8 8 80 82 80 80.58 15 -04
3 80 81 80 80 82 80 81 79 8 83 8 8 8 8 8 78 8 80 8 81 809 14 -0.1
Lotlar aras1 L 804
kesinlik 2 80.58 CV:0.25%
3 80.9
Kériin 1 0.0925
absorbanst 2 0.0965
3 0.0934
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Tablo 4.25 : 11 Mart 2019 cihaz iizerinde kullanim siiresi degerlendirmesi sonuglari.

- Dusik . . . . . . . o Yiksek :
Kriter Lot apg/dl 9:1 8:2 7:3 6:4 55 4:6 3.7 2:8 1:9 1000ug/d] r
1 3.9 103.6 202.8 303.4 405 503 603.1 696.5 792 894 985 0.9999
Dogrusallik 2 4.2 102.8 202.8 303.5 400.8 501 591.5 695.4 801 902 990 0.9999
3 3.6 100.8 202.8 300.5 402.4 501 605.2 703.5 796 882 996 0.9997
Kesinlik i¢in kullanilan referans materyal: 81 pg/dL
| Olgiim sonuglart (ug/dl) | Ort CV Hata
Kesinlik ve 1 79 8 81 8 81 8 79 8 8 8 81 79 8 8 8 80 80 81 78 80 80.39 09 -06
dogruluk 2 80 80 8 8 81 8 8. 8 8 8 8 78 8 8 8 80 8 8 78 81 80.67 11 -04
3 81 8 8 8 8 79 8 8 8 81 8 8 8 8L 78 8 80 78 80 78 80.37 1.1 -01
Lotlar aras1 L 80.39
kesinlik 2 80.67 CV:0.16%
3 80.37
Kériin 1 0.0896
absorbanst 2 0.0928
3 0.0906
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Tablo 4.26 : 14 Mart 2019 cihaz tizerinde kullanim siiresi degerlendirmesi sonuglari.

- Disik . . . . . . . o Yiksek :
Kriter Lot g/l 9:1 8:2 7:3 6:4 55 4:6 3.7 2:8 1:9 1000pg/d]
1 51 102.4 201.8 303.6 405.6 498.4 589.4 696.3 800.1 896.6 1000 0.9999
Dogrusallik 2 3.8 102.3 199.6 305.7 408.1 501.7 600.4 705.4 798.1 905.5 997.3 0.9999
3 4.5 103.9 205.8 298.4 397.4 497.6 602.3 701.9 796.7 900.7 986.5 0.9999
Kesinlik i¢in kullanilan referans materyal: 81 pg/dl
| Olgiim sonuglart (ug/dl) | Ort CV Hata
Kesinlik ve 1 80 8 80 8 81 8 84 8 82 8 84 8 8 8 80 81 83 8 79 80 81.65 21 0.6
dogruluk 2 81 81 8 8 80 80 82 8 82 8 81 8 83 8 82 81 8 80 78 76 81.055 2.4 0.05
3 82 82 80 8 81 81 8 80 81 8 80 81 8 80 80 8 82 80 76 75 81.065 3 0.06
Lotlar aras1 L 81.65
Kesinlik 2 81.055 CV: 0.34%
3 81.065
Kériin 1 0.0781
absorbansi 2 0.0926
3 0.0933
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Tablo 4.27 : 18 Mart 2019 cihaz iizerinde kullanim siiresi degerlendirmesi sonuglari.

. Diistik ; . . ) ) ) ) . . Yiksek )
Kriter Lot apg/dl 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3:7 2:8 1:9 1000pg/dl
1 34 104.8 205.6 298.7 400.6 502.6 610.5 700.4 798.5 898.6 996.3 0.9999
Dogrusallik 2 3.2 103.9 206.2 301.9 401.7 501.4 603.2 703.6 800.6 891.4 1005.6  0.9999
3 4.3 104.2 207.4 303.6 400.4 505.3 599.3 708.9 796.3 892.3 1015.3  0.9996
Kesinlik i¢in kullanilan referans materyal: 81 pg/dl
| Olgiim sonuglart (ug/dl) | Ort CV Hata
Kesinlik ve 1 8 82 81 8 8 V8 8. 77 8 8 79 8 79 8. 8 80 82 82 77 80 80.62 2 -0.4
dogruluk 2 86 80 80 80 8 80 8 78 78 8 78 8 8 8 8 80 81 8 78 80 80.69 2 -0.3
3 85 82 8 81 8 79 8 8 77 8 79 8 8 8 81 80 80 82 81 78 80.95 19 -0.1
Lotlar aras1 L 80.62
kesinlik 2 80.69 CV:0.14%
3 80.95
Kériin 1 0.0788
absorbanst 2 0.0924
3 0.0936
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Tablo 4.28 : 21 Mart 2019 cihaz iizerinde kullanim siiresi degerlendirmesi sonuglari.

Kriter Lot ?ﬁ;‘iﬁ 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3:7 2:8 1:9 fouokgﬁlg‘/ . 2
1 3.5 103.5 202.4 299.6 404.3 498.5 609.6 697.6 789.6 894.5 973.6 0.9995
Dogrusallik 2 3.4 103.8 205.6 304.2 400.5 505 598.6 695.8 793.6 895.3 963.5 0.9994
3 3.7 105.6 202.8 300.4 399.6 498.6 599.4 698.3 791.2 890.6 985.6 0.9999
Kesinlik i¢in kullanilan referans materyal: 81 pg/dl
| Olgiim sonuglar (ug/dl) | Ort CV Hata
Kesinlik ve 1 80 82 80 8 8 8 8 8 81 8 8 79 79 8 80 81 8 81 76 78 80.59 18 -04
dogruluk 2 80 79 80 83 78 81 8 80 81 8 8 78 8 80 79 82 80 82 82 79 80.815 1.8 -0.2
3 83 81 80 84 80 81 8 80 80 8 81 80 80 78 78 81 80 78 80 75 80.335 21 -0.7
Lotlar aras1 L 80.59
kesinlik 2 80.815 CV: 0.24%
3 80.335
Kériin 1 0.0784
absorbanst 2 0.0923
3 0.0933
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Tablo 4.29 : 25 Mart 2019 cihaz tizerinde kullanim siiresi degerlendirmesi sonuglari.

. Diistik ; . . ) ) ) ) . . Yiksek
Kriter Lot ang/dl 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3.7 2:8 1:9 1000ug/d]
1 4.2 103.5 202.8 298.5 400.6 504.6 586.3 703.6 796.5 896.3 993.7 0.9998
Dogrusalik 2 3.6 103.8 203.5 306.5 398.5 502.3 596.3 698.3 795.3 886.4 990.7 0.9999
3 4.5 105.4 206.4 301.8 399.4 507.4 589.6 699.4 794.2 889.4 1002.3  0.9998
Kesinlik i¢in kullanilan referans materyal: 81 pg/dl
| Olgiim sonuglart (ug/dl) | Ort CV Hata
Kesinlik ve 1 80 78 79 81 8 84 78 8 79 8 79 79 8L 8 83 8 81 8 78 80 80.55 19 -05
dogruluk 2 81 79 8 78 8 80 79 8 8 80 81 8 82 8L 8 78 8 80 79 75 8047 2 -0.5
3 80 80 81 8 81 81 8 78 78 78 80 78 8 8 78 79 80 80 76 80 80.07 18 -1
Lotlar arasi L 80.55
Kesinlik 2 80.47 CV:0.26%
3 80.07
Kériin 1 0.0896
absorbanst 2 0.0928
3 0.0906
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Tablo 4.30 : 28 Mart 2019 cihaz iizerinde kullanim siiresi degerlendirmesi sonuglari.

- Dusik . . . . . . . o Yiksek :
Kriter Lot 4pg/dl 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3:7 2:8 1:9 1000ug/d] r
1 3.6 102.8 200.8 299.6 401.5 498.5 600.4 698.4 786.5 895.6 981.4 0.9998
Dogrusalik 2 3.8 101.9 202.1 294.6 400.8 499.5 602.4 689.3 796.3 897.4 985.3 0.9998
3 4.2 103.4 201.8 300.8 399.6 492.1 598.6 700.4 798.4 899.4 990.6 0.9999
Reference material for precision: 81 pg/dl
| Olgiim sonuglart (ug/dl) | Ort CV Hata
Kesinlik ve 1 78 77 81 78 80 84 8 79 81 8 8 79 78 8 78 80 81 80 80 78 80.22 19 -04
dogruluk 2 81 80 8 79 8 82 8 78 8 8 81 8 79 8 78 77 8 78 8L 79 80.09 15 -0.2
3 80 78 80 84 81 8 81 78 81 81 8 81 8 78 81 81 79 79 80 78 8051 1.7 -07
Lotlar aras1 L 80.22
Kesinlik 2 80.09 CV:0.22%
3 80.51
Kériin 1 0.0896
absorbanst 2 0.0928
3 0.0906
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Tablo 4.31 : 1 Nisan 2019 cihaz tlizerinde kullanim stiresi degerlendirmesi sonuglari.

. Diistik ; . . ) ) ) ) . . Yiksek )
Kriter Lot ang/dl 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3.7 2:8 1:9 1000ug/d]
1 3.5 102.8 202.9 298.6 400.5 501.7 599.4 694.5 789.4 889.6 996.3 0.9999
Dogrusallik 2 4.2 103.6 207.8 299.4 405.8 502.3 598.6 698.3 795.6 895.4 981.3 0.9998
3 3.6 105.6 200.9 305.6 398.3 498.6 597.4 699.7 792.3 900.2 975.6 0.9997
Reference material for precision: 81 pg/dl
| Olgiim sonuglar (ug/dl) | Ort CV Hata
Kesinlik ve 1 81 79 8 78 80 81 8 79 78 81 81 78 79 8 81 78 8 81 79 80 803 15 -07
dogruluk 2 78 79 8. 79 8 78 8 8 77 8 81 8 84 8 78 8 8. 81 79 81 803 1.7 -07
3 80 80 8 81 8 79 78 8 76 80 80 82 82 81 79 80 80 80 78 86 80.57 23 -04
Lotlar aras1 L 803
Kesinlik 2 80.3 CV:0.15%
3 80.57
Kériin 1 0.0887
absorbanst 2 0.0919
3 0.0916
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4.3.15 Referans Arahgi
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Sekil 4.22 : Referans aralik belirleme ¢alismasi sonucu.

Caligmaya dahil edilen 1003 bakir 6l¢iim sonucu ile yapilan degerlendirmede ortalama
137.9, standart sapma 23.5 olarak hesaplandi. £2SD referans araligi kabul edilerek
referans aralig1 91-185 pg/dl olarak hesaplandi.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonugclar

Klinik laboratuvarlarda serum O&rneklerinde bakir konsantrasyonu Ol¢iimii igin
otomatize klinik kimya kiti gelistirilmesi ve gelistirilen yontemin performans
degerlendirmeleri ve klinik kullanima uygunlugunun degerlendirilmesi amaglanmustir.
Bu amaglara uygun secilen ii¢ kromojen ajandan 3,5-DiBr-PAESA’nin hedeflenen
sonuglarin elde edilmesi igin en uygunu oldugu gézlemlenmistir [105, 159]. Serum ve
kromojen iceren reaktifin birlesimiyle meydana gelen reaksiyonun giiciinii artirmak
maksadiyla reaksiyon ortamina surfaktan, katalizor ve rediiktan molekiiller
eklenmistir. Kullanilan tiim kimyasallarin uygun konsantrasyonlar1 belirlenmis, klinik
kimya analizoriine uygulamasi yapilmistir. Ortaya ¢ikan yontem klinik kullanima

uygunlugu agisindan degerlendirilmistir.

Gelistirilen yontemin %CV degeri 2’nin altinda, hata degeri -1 ilel arasindadir.
Yontem Kkarsilastirma ¢alismalarinda AAS ile 0.9785 oraninda korelasyon
gbzlemlenmistir. Yapilan regresyon analizi sonucu elde edilen r? degeri 0.9647 tir.
LoB 0.178 pg/dl, LoD 0.607 ug/dl, LoQ 3.207 pg/dl olarak tespit edilmistir. Yontem
4-1000 pg/dl arahiginda dogrusaldir. Carry-over gozlemlenmemistir. Cinko,
magnezyum, kobalt ve demir iyonlar1 dlglimlerde girisime sebep olmamaktadir. Raf
omrii en az 6 ay, cihaz lizerinde kullanim siiresi en az 25 giin olarak tespit edilmistir.
Yontem hemolizden %1 oraninda, lipemi ve ikterden hi¢ etkilenmemektedir. Gama
Glutamil Transferaz (GGT), Demir Baglama Kapasitesi (UIBC), Total Bilirubin,
Direkt Bilirubin, Albumin, Kreatinin, Demir, Cinko, LDL, HDL, Amilaz,
Magnezyum, Fosfor, Ure, Alkalen Fosfataz, Trigliserid, Glukoz, Kolesterol, Kalsiyum
ve Kreatin Kinaz reaktiflerinden carry-over yoluyla interferens olmadigi tespit
edilmistir. Total Protein reaktifi kullanilarak yapilan Slgiimden sonra ayni kiivette
bakir 6l¢iimii yapildiginda %2 oraninda interferens oldugu tespit edilmistir. Sorun
yikama c¢ozeltisi degistirilerek ve protein 6l¢liimiinden sonar 6zel yikama komutu

verilerek ¢oziilmiistiir. Kesinlik, dogruluk, yontem karsilastirmasi, tespit kabiliyeti,
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dogrusallik, carry-over, girisim, raf 6mrii, cihaz tizerinde kullanim siiresi ve referans
aralig1 degerlendirilen yontemin klinik kullanima uygun oldugu gézlemlenmistir [107,

115, 117].

Gelistirilen yeni reaktif kiti diinya genelinde otomatize sistemlere uyumlu 6l¢iim
kitleri ile performans agisindan karsilastirildiginda 6zellikle stabilitesi olmak iizere
daha iistiindiir. Ulkemizde iiretimi ve tiim diinyaya pazarlanmasi miimkiin pratik,

maliyetleri diisiiren, hizl1 sonug verilebilmesini saglayan bir yontem gelistirilmistir.

Calismanin kisitliliklar1 olarak tek bir laboratuvarda calisilmis olmasi ve farkli
hastalik, yas ve cinsiyet gruplarinda yontemin degerlendirilmis olmamasi goz 6niinde

bulundurulmalidir.

5.2 Oneriler

Metabolizma ve hastaliklarin gelisiminde farkli mekanizmalarla 6nemli roller
oynadig1 bilinen eser elementlerin incelenmesinde ve klinik uygulamalarda bakir
6l¢timiiniin kolay ve ¢abuk ulasilabilir olmasini saglayan bir yontem gelistirilmistir.
Yontem kullanilarak farkli hastaliklarda bakir konsantrasyonu degerlendirmeleri, yas
ve cinsiyetle gerceklesen bakir konsantrasyonu degisiklikleri, farkli laboratuvar
parametreleriyle oranlanarak bakir konsantrasyon degisiminin éneminin belirlenmesi

icerikli calismalar yapilmalidir.

Giinde ortalama 20, ayda ortalama 500 test bakir ¢alisildiginda hastanemiz sartlarinda
(bakir i¢in birim test dis laboratuvar fiyati Haziran 2019 itibariyle 16 TL) aylik
ortalama 8 bin TL yilda 96 bin TL bakir 6l¢iimii i¢in masraf yapildig1 bilinmektedir.
Yeni gelistirdigimiz yontemle hastane bu masraftan kurtarilmistir. Tek bir test ve tek
bir hastane i¢in yapilan bu maliyet hesaplamasiyla bile elde edilen kar
kiiciimsenemeyecek diizeylerdedir. Bu yontem ayni zamanda {ilkemiz sartlarinda
diretilip tiim diinyaya ihra¢ edilebilecek bir potansiyel {iriindiir. Dolayisiyla, bu ve
benzeri ¢aligmalar yayginlasmali ve bir ¢ok hastanede bir c¢ok test i¢in iilkemiz

siirlarinda tiretilen yontemlerin kullaniminin 6nii agilmalidir.
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