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OZET
GLIKOZILLENMIS TIRNAK PROTEINLERININ BIiYOLOJIK VARYASYON
VE REFERANS DEGIiSiM DEGERLERININ BELIRLENMESI

Amag: Literatiirde farkli caligma gruplar tarafindan serum, plazma, idrar gibi viicut
sivilarinda farkli analitlerin birey-i¢i ve bireyler-arasi1 biyolojik varyasyon degerleri
bildirilmis olup, bu parametreler klinik tani1 ve takipte kullanilan bir analite ait referans
araliklarinin kullanimin yararhiligini ortaya koymada fayda saglamaktadir. Yapilan
caligmalarda diyabetik hastalarda o6zellikle uzun donem glisemik kontroliin
izlenmesinde glikozillenmis tirnak proteinlerinin kullanimina yonelik dikkate deger
veriler bulunmaktadir. Bu ¢alismanin amaci glikozillenmis tirnak proteinlerinin birey -
ici ve bireyler-arasi biyolojik varyasyon degerlerini, bireysellik indeksini ve referans
degisim degerlerini belirleyerek, glikozillenmis tirnak proteinleri analiz test

sonuglarinin degerlendirilmesine katki saglamaktir.

Materyal ve Metot: Calismaya 18-45 yas araliginda ve her iki cinsiyette herhangi bir
hastalik hikayesi olmayan 32 saglikli goniillii (18 kadin ve 14 erkek) dahil edildi.
Calismaya dahil olan goniilliilerden elde edilen tirnak ve kan numuneleri segilen 6 aylik
bir zaman diliminde 10 farkli zamanda alindi1. Glikozillenmis tirnak proteinleri dl¢iimii
modifiye edilmis spektrofotometrik nitro-blue tetrazolyum (nitro-blue tetrazolium-

NBT) metoduna gore yapildi.

Bulgular: Glikozillenmis tirnak proteinleri i¢in birey-i¢i ve bireyler-arasi biyolojik
varyasyon degeri sirastyla %17,59 ve %29,01 olarak belirlendi. Hesaplanan bireysellik
indeksi degeri 0,606 olup; bir parametre i¢in bireyin seri 6lgiimlerinde klinik agidan
anlaml farklilig1 gdsteren referans degisim degeri glikozillenmis tirnak proteinleri igin

%95 olasilik ile %55,1 olarak belirlendi.

Sonug¢: Glikozillenmis tirnak proteinleri i¢in elde edilen bu sonuglar bireyselligin
yiiksek oldugunu ve bu nedenle referans araliklarinin kullanimina oranla bireyin 6nceki
sonuglarina gore yapilan degerlendirmelerde degisimlerdeki anlamliligin saptanmasinin

klinik olarak daha yararli olacagini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: bireysellik indeksi, biyolojik varyasyon, glikozillenmis tirnak

proteinleri, referans degisim degerleri.

Memnune AYDINHAN. Yiiksek Lisans Tezi. Giresun Universitesi — Giresun, Mart-2018.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOLOGICAL VARIATION AND REFERENCE
CHANGE VALUES OF GLYCATED NAIL PROTEINS

Aim: In the literature, the biological variation values of different analytes in the body
fluids such as serum, plasma, and urine have been reported by different study groups.
These parameters are useful in revealing the usefulness of the use of the reference
intervals belonging to the clinical diagnosis and follow-up analysis. There are
considerable data about the use of glycated nail proteins in especially long-term glycemic
control monitoring in previous studies. The aim of this study was to contribute to the
evaluation of glycated nail proteins analysis test results by determining the within-subject
biological variation, between-subject biological variation, individuality index, and

reference change values of glycated nail proteins.

Materials and Methos: Thirty-two healthy volunteers in both genders (18 female and 14
male), aged 18-45 years and without any disease history, were included in the study. The
nail and blood samples from the volunteers involved in the study were taken at 10
different times within a selected 6-monthly time period. The measurement of glycated
nail proteins was performed according to the modified spectrophotometric nitro-blue

tetrazolium (NBT) method.

Results: The within-subject biological variation and between-subject biological variation
of glycated nail proteins were 17.59% and 29.01%, respectively. The calculated
individuality index value was 0.606; the reference change value showing a clinically
significant difference in the individual's serial measurements for a parameter was 55.1%

with 95% probability for glycated nail proteins.

Conclusions: These results for glycated nail proteins show that the individuality is high
and therefore it is clinically more useful to determine the significance of the changes in
the assessments made according to the individual's previous results than the use of the

reference intervals.

Key words: biological variation, glycated nail protein, individuality index, reference

change values.

Memnune AYDINHAN. Master’s Thesis. Giresun University — Giresun, March-2018.



1.GIRIS

Tibbi laboratuarlarda cesitlilik gosteren analizlerle elde edilen tibbi veriler
klinisyenlerin hastalik tanisi, tedavi izlemi ve takibinde saglik organizasyonlarinda
biiylik 6neme sahiptir. Analizlerle dogru ve giivenilir bir test sonucunun elde
edilmesinde test sonuglarinin varyasyon kaynaklarinin etkilerinin bilinmesi ve kontrol
altina alinmas1 gerekir. Bu noktada ii¢ temel varyasyon kaynagindan bahsedebiliriz
(Krintus ve ark. 2017). Bunlar hastanin hazirlanmasi ve numune elde edilme siire¢lerini
kapsayan pre-analitik varyasyonlar, analiz slire¢lerindeki rastgele ve sistematik
degisimleri iceren analitik varyasyonlar, bir bireyde veya bireyler arasinda her analitin
homeostatik ayar noktasinda izlenen rastgele dalgalanmalar1 igeren biyolojik
varyasyonlardir. Biyolojik varyasyon kaynaklari olarak yas, cinsiyet, diyet, fiziksel
egzersiz, patolojik durum, alinan tedavi, giin i¢i degisimler, aylik-mevsimsel degisimler
belirtilebilir (Fraser,2001).

Bir analite ait test sonuclarinin bir bireyde zamana bagli degisimi klinik tanida
onemli oldugu gibi zamana bagli degisim orani prognozda da yararli olabilir.
Literatiirde farkli ¢alisma gruplari tarafindan serum, plazma, idrar gibi viicut sivilarinda
farkli analitlerin birey ici ve bireyler arasi biyolojik varyasyon degerleri bildirilmis
olup, bu parametreler klinik tan1 ve takipte kullanilan bir analite ait referans
araliklarinin kullanimin yararhiligimi ortaya koymada fayda saglamaktadir (Ricés ve
ark.,2004;Westgard,2017). Analizlerle elde edilen bir laboratuvar test sonucu tibbi
teshis, tedavi veya takipte kullanilmak istendiginde daha once belirli kriterlere gore
belirlenmis referans araligi ile karsilastirilir. Klinik uygulamalarda referans araliklarinin
kullaniminda yasanan problemlerden biri test sonuglarinin kisisellesmesidir. Bu durum
bir testin bireyler-arasi biyolojik varyasyonunun birey-i¢i biyolojik varyasyonundan
biiylik olmasi ile agiklanir. Bir testin biyolojik bireysellik indeksinin artmasi referans
araliklarinin ~ kullanimma oranla bireyin o6nceki sonuglarmma gore yapilan
degerlendirmelerde degisimlerdeki anlamliligin saptanmasinin klinik olarak daha yararl
olacagim gosterir (Walton,2012; Ricos ve ark.,2007). Boyle bir durumda bir parametre
icin bireyin seri Ol¢timlerinde klinik agidan anlamli farklilig1r gosteren referans degisim
degerlerinin kullaniminin 6nemini ortaya ¢ikmaktadir. Ancak analiz yapilan
laboratuvarda kullanilan reaktif, ekipman ve personele bagli degiskenlik gdsteren
analitik varyasyondan dolayr her laboratuvarin her bir teste ait referans degisim

degerlerini belirleme gerekliligi bulunmaktadir (Fraser,2011). Yapilan c¢alismalarla
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glikozillenmis tirnak proteinlerinin diyabetik hastalarda 6zellikle uzun dénem glisemik
kontroliin izlenmesinde kullanimina dair dikkate deger veriler bulunmaktadir
(Kishabongo ve ark.,2014;2015; Katchunga ve ark.,2015). Ancak literatiirde
glikozillenmis tirnak proteinlerinin biyolojik varyasyonunun belirlenmesine yonelik
calisma bulunmamakta olup, bu parametrenin diyabetik hastalarin tani ve takibinde
kullanilmasina yonelik kisitli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu calismanin amaci ise
glikozillenmis tirnak proteinlerinin birey-i¢i ve bireyler-arasi biyolojik varyasyon
degerlerini, bireysellik indeksini ve referans degisim degerlerini belirleyerek,
glikozillenmis tirnak proteinleri analiz test sonuglarinin degerlendirilmesine katki

saglamaktir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Test Sonu¢larinda Varyasyonlar

Analizlerle dogru ve giivenilir bir test sonucunun elde edilmesinde etkilerinin
bilinmesi ve kontrol altina almmmasi gereken varyasyon kaynaklar1 sunlardir
(Fraser,2001):

e Pre-analitik varyasyon

e Analitik varyasyon

e Post-analitik varyasyon

e Biyolojik varyasyon

Pre-analitik ve analitik faktorlerden gelen varyasyonlarin olusturdugu total
analitik varyasyon ve birey-i¢i ve bireyler-arasi biyolojik varyasyonlarin olusturdugu
biyolojik varyasyon total gozlemlenen varyasyonun komponentleridir (Karkalousos ve
Evangelopoulos,2011).

2.1.1. Total Analitik Varyasyon
2.1.1.1. Pre-Analitik Varyasyon

Klinik laboratuvar uygulamalarinda 6zellikle 1990'larin basinda pre-analitik ve
post-analitik hatalarin yiiksek oranlarina dair elde edilen veriler toplam test siirecindeki
hatalarm &nemini ortaya koymustur (Plebani, 2013). Ozellikle, 1997 ve 2007 yillarinda
iki 6nemli makaleden elde edilen sonuglar hatalarin dagilimini pre-analitik olarak % 62-
68, analitik olarak % 13-15 ve post-analitik olarak % 18- 23 olarak gostermistir (Plebani
ve Carraro,1997;2007). Bu durum bize laboratuvar uygulamalarinda her giin pre-
analitik hatalar sonucu ortaya ¢ikan verilerle karsi karsiya gelindigini gostermektedir.
Bu verileri tanima kabiliyeti, toplam laboratuvar kalitesinin korunmasi i¢in kritik dnem
tasimaktadir. Bu noktada pre-analitik degiskenleri, kontrol edilebilen ve kontrol
edilemeyen faktorler seklinde iki grup altinda toplayabiliriz (Turhan ve ark.,2010). Yas,
cinsiyet, 1rk gibi degiskenler kontrol edilemeyen faktorler iken; sigara-alkol kullanimi,
ilag kullanimi, diyet, egzersiz, gebelik, seyahat gibi degiskenler kontrol edilebilen
degiskenlerdir (Sonmez,2013).



2.1.1.2. Analitik Varyasyon

Her analitik veya 6l¢tim teknigi degisken bazi igsel hata kaynaklarina sahiptir.
Bunlar tamamen elimine edilemez olsalar da kalite kontrol laboratuvar uygulamalari,
akillica se¢ilmis iyi bir metodoloji ile minimize edilebilir. Analitik varyasyonun iki tipi
vardir. Bunlar rastgele ve sistematik varyasyonlar olarak tanimlanip, genelde metodun
kesinligi (presizyon) ve dogruluktan sapmasi (bias) olarak ta tanimlanabilir
(Fraser,2001). Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (International Organization for
Standardization-ISO) o6ngoriilen kosullar altinda elde edilen 6lglimlerin bagimsiz
sonuglar1 arasindaki uyusmanin yakmhigimi “kesinlik (presizyon)” olarak tanimlar.
Uygulamada, kesinlik aynt numunenin tekrarli analizi ile olgiilir. Bulunan kesinlik
degerinin analitik kosullardan etkilenmis olabilecegi unutulmamalidir. Tekrarh
analizlerle elde edilen dagilimin merkezi egilim olgiitii olarak ortalama ve yayilma
olciitii olarak standart sapma kullanilir. Varyasyon katsayis1 (Coefficient of Variation-
CV); (standart sapma / ortalama) x 100 olarak hesaplanir (Fraser,2001). ISO, Sistematik
varyasyonu (bias) Ol¢iim sonuglarmin beklentisi ile olgiilen niceligin gercek degeri
arasindaki fark" olarak tamimlar. Bir metot i¢in sistematik varyasyonun diizeyi
inteferans, recovery ve metot karsilastirma ¢alismalarindan elde edilir.

Cevre degisiklikleri, malzemelerin tutarsiz kullanimi, pipet veya seyreltici
tarafindan aktarilan 6rnek veya reaktif hacminde degiskenlik, sicaklik dalgalanmalari
gibi kaynaklardan ortaya ¢ikan rastgele varyasyon, kullanilan metodoloji ve analitik
sistemin dogasinda vardir. Eger bir yontemin kesinlik degeri kabul edilebilir diizeylere
sahipse rastgele varyasyonu diisiik olacaktir ve bu tiir bir yontem ile elde edilen
sonuglarda zaman i¢inde en azindan analitik etkiler nedeniyle fazla bir degisiklik
olmayacaktir. Aksine bir yontem kot kesinlik degerlerine sahipse, biiyiik analitik
rastgele etkiler bircok onemli klinik kararlar1 yaniltabilecektir (Sonmez,2013; Fraser
2001). Baslica analitik hata kaynaklar1 olarak cihazlarin hatali kullanimi ve
bakimlarinin ihmal edilmesi, kalibrasyon ve kontrol islemlerinin yapilmamasi veya
aksatilarak yapilmasi, numune veya reaktif hacmindeki degisiklikler, ¢cevre sartlarindaki
degisimler (sicaklik, nem, havalandirma vs.), tarihi ge¢mis ve tutarsiz malzeme
kullanilmasi ile personel kaynakli hatalar sayilabilir (Wesgard ve Klee,2005).

2.1.2. Biyolojik Varyasyon
Varyasyon, ritmik biyolojik dongiilerin ve yasam siiresi i¢indeki degisikliklerin

bir sonucu olarak meydana gelmesine ragmen bircok analitin biyolojik varyasyonu en



basit sekilde homeostatik bir denge noktasi etrafindaki ortalama rastgele dalgalanmalar
olarak tanimlanabilir (Ricds ve ark.,2004). Her bireyin denge noktasi etrafinda rastgele
dalgalanmadan olusan analitlerin rastgele degisimleri, birey-i¢i biyolojik varyasyon
olarak bilinir. Her bireyin denge noktasi digerlerinden farkli olabilir ve bu fark
nedeniyle olusan genel varyasyon, bireyler-arasi biyolojik varyasyon olarak bilinir
(Ricos ve ark.,2004; Oztiirk ve ark.,2013). Biyolojik varyasyon genellikle varyasyon
katsayilar1 cinsinden ifade edilir. Siras1 ile birey-i¢i ve bireyler-aras1 varyasyon CV; ve
CV; seklinde gosterilir. Biyolojik varyasyon bilesenlerinin sayisal verileri bir kisinin
seri sonuglarinda meydana gelen degisikliklerin 6nemini degerlendirmek i¢in gereken
referans degisim degerini hesaplamak ve bireysellik indeksi yoluyla populasyon temelli
referans araliklarinin faydasini degerlendirmek i¢in kullamilmistir. (Corte ve Venta,
2010). Cok sayida laboratuvar testi igin biyolojik varyasyon ve analitik kalite
gereksinimleri ile ilgili veriler mevcuttur. Klinik laboratuvarlarda degerlendirilen
analitlerin test sonuclarmin biyolojik varyasyonu, analiz siirecinin tiim agamalari
boyunca bir¢ok olast sorunu anlamak i¢in kilit 6nem tasimaktadir. Pre-analitik asamada,
ozellikle numune alma zamanlar i¢in 6ngoriilebilir dongiisel biyolojik ritimlerin bilgisi
gereklidir. Giinlik, aylik ve mevsimsel ritimler bircok analit icin tanimlanmis olup,
dongiisel biyolojik ritimlerin bilinmesi sadece numune toplamak icin degil ayni
zamanda test sonuclarinin yorumlanmast i¢in de kritik rol oynamaktadir
(Narayanan,2000). Analitik asamada biyolojik varyasyonlarin degerlendirilmesi
giivenilir kalite gereksinimlerinin belirlenmesi i¢in degerli bilgiler sunmaktadir. Post-
analitik asamada ise tibbi laboratuvarlarda analiz edilen analitlere ait temel biyolojik
varyasyon bilgileri, geleneksel populasyona dayali referans degerlerin elde edilmesi ve
klinik uygulamalarda etkinliginin anlasilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Plebani
ve Lippi,2012).
2.1.2.1. Biyolojik Varyasyonun Kaynaklar

Laboratuvar tibbinda incelenen biyolojik varyasyonlarin kaynagi ii¢ tip olarak
tarif edilebilir. Bunlar; yasam boyu varyasyon, giinliik, aylik veya mevsimlik olarak
ongoriilen dongiisel varyasyon ve rastgele varyasyon (Oztiirk ve ark.,2013). Birey-igi
biyolojik varyasyonun ek kaynaklari olarak, dogal yaslanma siireci, cinsiyet, kilo, diyet,
egzersiz, glinlik mevsimlik ritimler ve patolojik stireclerin neden oldugu degisikliklerin

etkilerini dahil edebiliriz (Ricos ve ark.,2004).



2.1.2.1.1. Farkh Yas Evrelerinde Biyolojik Varyasyon

Bazi analitler, bir bireyin yasami boyunca degisir ve bu durum rutin laboratuvar
uygulamalarinda kronolojik yasa uygun olarak referans degerlerini belirleme ve
degerlendirme ihtiyacin1 dogurmaktadir. Biyolojik varyasyonlarda yas ile birlikte
meydana gelen dikkate deger degisiklikler 6zellikle yasamin yeni dogan, ¢ocukluk,
ergenlik, yetiskinlik ve yaslilik donemlerinde meydana gelir (Fraser,1993).
2.1.2.1.2. Giinliik Biyolojik Ritimler

Yayinlanmig literatiir bilgileri incelendiginde giinliikk ritimlerin bazilarinin
saat/zaman boyutu ile bazilarinin ise uyku/uyaniklik durumlart ile ilgisi vardir. Ek
olarak, bu gilinliik ritimler mutlaka yasam boyunca sabit kalmaz (Kosti¢ ve Secen,
1997). Uykudan sonra growth hormon konsantrasyonlar1 ergenlik dénemi ve oOncesi
genellikle hemen yiikselir ancak yaslilik doneminde yiiksek bulunmayabilir (Mullington
ve ark.,1996). Ayni1 zamanda bu ritimler basit¢ce durus degisiklikleri gibi faktorler
nedeniyle de olusabilir. Ornegin, proteinler ve protein bagl bilesenler sirtiistii
pozisyonda diislis gosterir (Lippi ve ark., 2015). Ayrica giinliik biyolojik ritimler gida
almimi ve fiziksel aktivite gibi nedenlerden de etkilenir. Ornegin, gida alimi1 glukoz ve
trigliserid seviyelerini etkilerken; yogun fiziksel aktivite kreatin kinaz aktivitesini
yiikseltir. Tibbi laboratuvarlar kalite gereksinimleri kapsaminda giinliikk ritimlerin
etkilerini en aza indirgemek icin (6zellikle pre-analitik varyasyonu azaltmak i¢in) tiim
numunelerin sabah alinmasina dikkat etmelidirler. Serum kortizol gibi bazi analitler i¢in
ornekler 6zel olarak belirlenen zamanlarda alinmalidir (6rnegin, saat 09:00 veya 24:00
gibi) (Young ve Bermes,2005).
2.1.2.1.3. Aylik Devirler

Bazi analitlerin bir dizi aylik dongiileri vardir. Bu ritmik dongiiler test sonucunu
yorumlamak i¢in 6nemli faktorlerdir. Kadin cinsiyet hormonlarinin ¢ogunun plazma
konsantrasyonlar1 menstiirasyon dongiisiinden etkilenir. Ornegin bir oviilasyonun
meydana gelip gelmedigi ve corpus luteum olusup olusmadigin1 degerlendirmek i¢in
progesteron dongiiniin 21. giinde 6l¢iilmelidir (Young ve Bermes, 2005).
2.1.2.1.4. Mevsimsel Ritimler

Mevsimsel ritimler diger biyolojik dongiilere oranla daha az dokiimante edilmistir.

Bu nedenle mevsimsel degisimleri incelenmesi olduk¢a zordur. Bir¢ok pre-analitik
faktorler test sonuclarini etkileyebilir ve bu mevsimsel etkilerin olugsmasinin ilk baglarda

goriinen ana nedeni olabilir (Fraser,2001). Ornegin;



e Serum laktat dehidrojenaz aktivitesi yaz aylarinda kis aylarindan daha yiiksektir.
Bu artis fiziksel aktivitenin artigina atfedilmistir.

e Serum kolesterol konsantrasyonu kis aylarinda yaz aylarindan daha yiiksektir.
Diistik fiziksel aktivite, alinan gida artisi ve kis aylarinda disiik giines 15181
seviyeleri bu diisiisiin nedenleri olarak 6ne siirtilmiistiir.

e Kan hacmi yiiksek sicakliklar nedeniyle yaz aylarinda artma egilimindedir.

e Proteinler kis aylarinda yaklasik % 10 oraninda artabilir.

e (likozile hemoglobin yaz aylarinda yiikselir.

Bunlar genellikle kiiciik etkilerdir, akademik olarak ilgi c¢ekici olsalar da giindelik
pratikte laboratuvar test sonug¢larinin klinik yorumlanmasi tizerinde énemli 6l¢iide etkisi
goriinmemektedir.
2.1.2.1.5. Random Biyolojik Varyasyon
Laboratuvar sonuglarinin zamanla degistigi ve elde ettigimiz sayilarin sabit

olmadig1 ve bu durumun muhtemelen pre-analitik faktorler, analitik rastgele varyasyon
ve sistematik hatalar nedeniyle homeostatik bir ayar noktasi etrafinda rastgele
dalgalanmalar sonucu degistigi soylenebilir (Walton,2012). Bir analitin bireysel
homeostatik denge noktasi etrafinda rastgele degisimi olarak tanimlanan bireysel
biyolojik varyasyon ve bireyler arasinda olusan biyolojik varyasyon degerleri rutin
laboratuvar uygulamalarinda analitik kalite hedeflerini belirlemek, analitlerde seri
analizlerle beliren degisiklikleri degerlendirmek ve popiilasyon temelli referans
araliklarinin klinik yararlarini 6lgmek i¢in kullanilir (Lacher ve ark., 2010).
2.1.2.2. Biyolojik Varyasyonun Komponentlerini Belirleme
2.1.2.2.1. Cahsmaya Déahil Edilecek Bireylerin Secimi

Rastgele biyolojik varyasyonlarin yani birey-i¢i ve bireyler-arasi biyolojik
varyasyon bilesenlerine ait veri elde etmek bazi yonlerden konvansiyonel popiilasyon
temelli referans degerlerin belirlenmesine benzemektedir. Aralarindaki fark analize
dahil edilen bireylerin ve her bir bireyden alinan orneklerin sayisidir. Biyolojik
varyasyon ¢alismalarinda biiylik bir birey grubundan bir 6rnek almak yerine daha kiigiik
bir birey grubundan farkli zamanlarda daha fazla 6rnek alinmaktadir. Literatiirde analiz
edilen analitlere ait spesifik hastaliklar1 olan gruplardan elde edilen veriler olmasina

ragmen, bu tip calismalarda arastirma konusu olan c¢ogunlukla saglikli bireylerdir.

Calisma icin secilen bireyler Uluslararasi Klinik Kimya Federasyonu'nun (International



Federation of Clinical Chemistry-IFCC) referans araliklarinin belirlenmesinde
tanimladig1 "referans bireyler" olmalidir (Solberg, 1987). Bu durum, ¢alismaya dahil
edilmeden once bireyler i¢in bazi diglama ve dahil etme kriterlerinin uygulanma
gerekliligini ortaya koymaktadir. Referans bireylerin se¢imi yapilirken dikkate alinan
unsurlardan bazilar1 sdyledir (PetitClerc ve Solberg, 1987);
e Bir siire boyunca bir dizi numune vermeye goniillii olan bireyler
e (Goriiniiste saglikli ve arastirilan analitlerin analizini etkileyebilecek herhangi bir
ila¢ almayan (kontraseptifler ve tezgah iistii ilaglar dahil) bireyler
e Alisilmadik yasam tarzlar1 veya aliskanliklar1 olmayan bireyler
e Onerilen alkol birimi miktarindan fazlasimi tiiketmeyen (tiitiin iiriinlerinin
kullanilmas1 da muhtemel bir dislama kriteri olmalidir) bireyler
Bireyler calismaya kabul edilmeden 6nce klinik, biyokimyasal ve hematolojik testler
yapilabilir. Ayn1 zamanda cinsiyet laboratuvar test sonuglarinin yorumlanmasinda
onemli bir faktor oldugundan genellikle biyolojik varyasyon ¢alismalarina erkek ve
kadin bireyler benzer oranlarda dahil edilirler. Referans araliginin belirlenmesinde en az
kac veri olmastyla alakali yapilan ¢alismalarda analiz i¢in en az 120 referans verisinin
olma gerekliligi bildirilmesine ragmen (Reed ve ark., 1971), biyolojik varyasyon
calismalari i¢in belirlenmis kesin bir denek sayis1 yoktur. Ancak istatistiksel olarak daha
fazla veri olmasi giiven araliklarini ve hata yapma olasiligini diistirtir.
2.1.2.2.2. Numunelerin Toplanmasi, Saklanmasi ve Analizi
Analitlerin analiz sonugclari i¢in total gozlemlenen varyasyonun bir komponenti olan
pre-analitik varyasyonunun bilesenlerini kontrol altina almak i¢in yapilmasi gereken
uygulamalar soyledir (Fraser, 2001; Solberg ve PetitClerc, 1988);
e Bireylerden numuneler giiniin ayni saatinde alinmalidir (genellikle sabahin erken
saatlerinde).
¢ Kisiler numune almadan 6nce yorucu bir egzersiz, yemek ya da kahvalti yapmamali
ve numune alinmadan 6nce en az 30 dakika dinlendirilmelidir.
e Kan oOrneklerini standart bir flebotomi teknigi ile tercihen tek deneyimli bir
flebotomist ile ayn1 lot numarali toplama tiiplerine alinmalidir.
e Numunelerin ayni siire, sicaklik ve kosullar altinda laboratuvara tasinmalidir.
e Numuneler ayni devirde ve sicaklikta santrifiij edilmelidir.

e Tiim 6rnekler dondurulmali ya da toplanan numuneler hemen analiz edilmelidir.



e Eger calisma kan disinda bir viicut sivisi ile yapiliyorsa benzer ilkeler takip
edilmelidir.

e Numune toplama ve hazirlama saatleri standardize edilmelidir.

e Toplama kabindaki dengeleyici veya koruyucu maddelerin miktar1 sabit
tutulmalidir.

Numunelerin analiz asamasinda olusacak analitik varyasyonun miimkiin oldugunca
diisiik seviyelerde tutulmasi gerekir. Bunun i¢in tasarlanmis farkli deneysel yontemler
vardir. Bu deneysel yontemlerden en ideal olani her bir numunenin ¢ift ¢alisilmasidir.
Tim numuneyi toplamak ve saklamak, daha sonra bunlar1 analitik olarak yalnizca bir
Ol¢tim serisi i¢inde analiz etmek uygulanan bir diger deneysel yontemidir (Fraser,
2001). Bu tip ¢alismalarda analitik varyasyon kalite kontrol numuneleri kullanilarak ta
degerlendirilebilir. Ancak bu uygulamalar bazi dezavantajlara sahiptir. Bazi testler icin
kalite kontrol numuneleri ile elde edilen hassasiyet, hasta numuneleri ile elde
edilenlerden farkli olabilir. Boyle bir durumda analizlerin hassasiyetinin her iki numune
cesidi icin de deney-ici ve deneyler-arasi tekrarlanabilirlik caligmalar1 benzer oldugunun
ortaya konmasi gerekir (Krouwer,2002).
2.1.2.2.3.Verilerin Elde Edilmesi ve Istatistik Uygulamalar

Analiz test sonuclarina ait veri setinin homojenitesinden emin olunduktan sonra
biyolojik varyasyon degerlerinin belirlenmesi i¢in tanimlanmis istatistiksel metotlar
kullanilir (Fraser, 2001; Fraser ve Harris, 1989). Ancak bu metotlar1 uygulamadan 6nce
grup dagilimindan ayrilmis sapan (outliers) ve asirt u¢ degerlerin (extreme values)
saptanmast ve bu degerlerin ¢alisma dis1 birakilmasi gerekir. Bu amagla biyolojik
varyasyon degerlerinin belirlenmesinde veri seti i¢in her bir kisiye ait u¢ degerlerin
atilmasinda Cochran testi (Cochran,1941), her bir bireye ait ortalama degerlerin diger
bireylerden elde edilen ortalama degerlerden biiytik farklilik gosterenlerin
belirlenmesinde Reed kriteri kullanilir (Reed ve ark.,, 1971). Veri setinde grup
dagilimlarindan ayrilmis verilerin dislanmasindan sonra her bir bireyin farkli
zamanlarda elde edilen verilerinden hesaplanan birey-i¢i total varyasyon (CVti) ve
analitik varyasyon (CVa) degerleri kullanilarak birey-i¢i biyolojik varyasyon
hesaplanir. Caligmaya katilan tiim bireylerin tiim verileri kullanilarak elde edilen tiim
sonucglar aras1 varyasyon (CVr), analitik varyasyon (CVa) ve birey-i¢i biyolojik
varyasyon (CVi) degerleri kullanilarak ise bireyler-arasi biyolojik varyasyon (between-

subject biological variation—CVg) hesaplanir (Fraser, 2001; Fraser ve Harris, 1989).
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2.1.2.3. Biyolojik Varyasyonun Referans Arahga Etkileri

Klinik  biyokimya laboratuvarlarinda calisilan  biyokimya testlerinin
yorumlanmasinda rutin uygulamalarda referans araliklar1 kullanilmaktadir. Referans
araligi Klinik Laboratuvar Standartlar1 Ulusal Komitesi (National Committee for
Clinical  Laboratory  Standards-NCCLS) ve  Uluslararas1  Klinik  Kimya
Federasyonu’nun (International Federation of Clinical Chemistry - IFCC) Onerilerine
gore parametrik ve non-parametrik yontemlerle hesaplanmaktadir (Ilgsl ve Aslan
2004;Solberg 1987). Referans araliklar1 seg¢ilen referans bireylerin agik ve net dahil
etme ve dislama kriterlerine gore belirlendigi direk (priori veya posteriori) yontemle
belirlenebilecegi gibi laboratuvara basvuran hastalarin test sonuglart kullanilarak
indirekt yontemlerle de belirlenebilir (O’Halloran ve ark., 1970; Karisto ve ark., 1994;
Baadenhuijsen ve Smit, 1985).

Birey-i¢i ve bireyler-arast biyolojik varyasyon degerleri test sonuclarinin
degerlendirilmesinde poptilasyona temelli referans araliklarimin etkinliklerinin
belirlenmesinde kullanilabilir. Bireysellik indeksi olarak adlandirilan (individuality
index-I.I.) bu degerler birey-i¢ci biyolojik varyasyonun bireyler-arasi biyolojik
varyasyona orani ile belirlenir (I.I. = CV, / CV,) (Fraser, 2001; Oztiirk ve ark., 2013).
Test sonuglarinin referans aralik ile karsilastirilarak degerlendirilmesinin uygunlugu
hakkinda bilgi veren bireysellik indeks sonucu kiiciildiikce bireyselligin arttig
distiniildiginde bireyin seri test sonuglarindaki anlamli farkliligin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu noktada kritik fark olarak ta adlandirilan referans degisim degerleri
(RCV) bir bireyin seri test sonuglar1 arasindaki farkliliklarin énemini degerlendiren
sayisal degerlerdir. Bir analit i¢in analitik varyasyon (CV.) ve birey-i¢i biyolojik
varyasyon (CV:) degerleri kullanilarak referans degisim degerlerini %95 olasilik

(p<0,05) veya %99 olasilik ile (p<<0,01) hesaplayabiliriz (Fraser,2011).

2.2. Tirnak Yapisi
2.2.1 Tirnagin Anatomik ve Histolojik Yapisi

Anatomik ve histolojik olarak tirnak yapisi ile yapisal tirnak terimlerinin bilgisi
klinik ve bilimsel c¢aligmalar i¢in Onemlidir. Tirnak yapisin1 olusturan anatomik

birimlerin sekli ve tanimlar1 agagidaki gibidir.
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LATERAL NAIL FOLD

Sekil 2.1: Normal insan tirnak iinitesi bilesenlerinin sematik gosterimi (Zaias,2014).

Nail plate (tirnak plagi) : Yasam boyu biiyiimeye devam eden dayanikli keratinize
yapidir.

Lateral nail folds (yan tirnak kivrimlari): Tirnaga yanal smirlar saglayan kutanéz
katlanmis yapilardir.

Proximal nail fold (yakin tirnak kivrimi): Kitikiil ile araliksiz devam eden, tirnagin
gorlintir proksimal sinirin1 saglayan, kutanéz katlanmis bir yapidir. Alt ylizeyde dorsal
matris haline gelir.

Cuticle (eponychium/epidermis) : Epidermis tabakasi, proksimal tirnak kivrimindan
uzanir ve tirnak plakasinin dorsal yiiziine baglanir.

Nail matrix (tirnak kokii): Genel olarak, bu kisim ii¢ boliime ayrilabilir. Sirt (dorsal)
matris, proksimal tirnak kivriminin ventral yonii ile esanlamlidir. Ara (intermediate)
matris (germinatif matris), dorsal matrisin proksimal tirnagin altinda kallabilmesi i¢in
kendisine geri katlandig1 noktadan baslayan epitel yapisidir. Ventral matris tirnak
yatagiyla esanlamlidir ve ara matrisin sonlandigi lunula siirindan baslar. Hiponychium
tarafindan distal olarak sinirhidir.

Lunula (half moon): Tirnak boyunca goriilen ara matrisin konveks (digbiikey) kenar

boslugudur. Bitisiginde bulunan tirnak yatagindan daha renksizdir. Cogunlukla
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basparmaklarda ve biiyiik parmaklarda goriilebilir. Proksimal tirnak kivrimu ile ortiilmiis
olabilir.
Nail bed (ventral matris, steril matris/tirnak yatagi): Lunula'dan hiponychium'a uzanan
tirnagin dayandigi vaskiiler yataktir. Burasi, tirnak plagi boyunca goriilen ana bolgedir.
Onychodermal (Onikodermal) band: Tirnak yatagiin distal kenari, tirnak yataginin geri
kalaniyla karsilastirildiginda zit renk tonuna sahiptir. Normalde, kahverengi (Afro-
Carribian) veya koyu pembe (Caucasian) 1-1,5 mm'lik enine bir banttir. Rengi veya
varlig1, vaskiiler beslemeyi etkileyen hastalik veya sikistirmayla degisebilir.
Hyponychium (solenhorn igerir) : Distal oluk ile distalde sinirlanmis, serbest tirnagin
altindaki kutan6z kenardir.
Distal groove (distal oluk): Parmak pulpasi ve alt yapilar arasindaki sinir1 belirleyen
kutanoz bir sirttir (de Berker ve ark., 2007;de Berker ve Baran, 2012; Zaias, 2014).
2.2.2.Tirnagin Temel Proteini Olan Keratinin Yapisi ve Ozellikleri

"Keratin" terimi ara filamentler olarak adlandirilan ve sitoplazmik epitelyum ve
epidermal ek yapilari (sag, tirnak, toynak) olusturan ¢oziinmeyen proteinlerin genis bir
kategorisi olarak adlandirilmistir (Rouse ve Van Dyke, 2010). Su anda asidik tip I
keratinler ve notr-bazik tip I keratinler olmak {izere iki tiir keratin proteini kavrami
ortaya c¢ikmaya baslamistir. Keratinlerin numaralandirilmasi, molekiil agirligina ve
izoelektrik noktasina gore iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezinden sonra her bir
proteinin bulundugu yere dayandirilarak yapilir. Notr-bazik keratinler en biiyiikten
kiigtigiine K1-K8'e ve asidik keratinler benzer sekilde K9-K19’a kadar numaralandirilir
(Porter,2006). K11, kuyruk alanindaki farkli sayida glisin tekrarlar1 nedeniyle K10'un
polimorfik bir varyanti oldugu ortaya cikmistir (Korge ve ark., 1992). Yapilan
arastirmalar keratinleri islevlerine, diizenlenis ve yapilarina gore hard (sert) ve soft
(yumusak) olmak iizere iki ayr1 gruba ayrilmisir. Sert keratinler, sistin bakimindan
zengin proteinlerin matriksinde yer alan diizenli ara flamentlerden olusur ve epidermal
ek uzantilarin (sag, tirnak) saglam yapisina katkida bulunur. Yumusak keratinler tercihen
sitoplazmik ara flamentlerin gevsek paketlenmis demetlerinden olusur ve epitel
hiicrelerine mekanik diren¢ kazandirir (Langbein ve ark., 1999; Lynch ve ark., 1986).
Yakin zamanda yapilan bir calismayla onceki sistemlerle uyumlu bir sekilde keratinleri
yeniden siniflandiran bir sistem gelistirilmistir (Schweizer ve ark., 2006). Bu sisteme

gore yumusak ve sert keratinlerinlerden olusan 54 fonksiyonel keratin geni 3 kategoriye
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ayrilir: (1) epitelyal keratin geni, (2) sa¢ keratin geni ve (3) keratin pseudogenler
(yalanci/fonksiyonel olmayan gen)

Yapilan ¢alismalarda tirnak tinitelerinde keratinin farkli formlarina rastlanmistir.
Monospesifik antikorlar kullanilarak normal deride suprabazik olarak bulunan "soft"
epitelyal keratinlerden keratin 1 ve 10'un tirnak yataginda bulunmadigi bildirilmistir (de
Berker ve ark., 2007). Keratin 7, sa¢ folikiiliiniin ve tirnak {initesinin diger yerlerinde
bulunurken, monoklonal antikeratin antikoru LH TRIC 1 tarafindan saptanan Ha-1
(K31), tirnak matrisi ve sac¢ follikiilinlin germinal matrisinde bulunur. Diger sert
sag¢/tirnak keratinlerinden K85 (hHb5), K34 (hHa4), K81 (hHbl) ve K86 (hHb6)'nin
hepsinin matrisin konvansiyonel sinirlart igerisinde smirli olarak bulundugu
vurgulanmistir (de Berker ve Baran, 2012). SDS-PAGE kullanilarak yapilan bir
calismada tirnak plaginda epitelyal keratinler olan K1, K5, K6, K10, K14, K16 ve K17
eksprese edilirken, tirnak yataginda ise suprabazal keratinler olan K6, K16 ve K17 ve
tirnak matris kreatinleri olan K1, K5, K10 ve K14 eksprese edildigi gosterilmistir
(Kishabongo ve ark., 2015).
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1,_,,.-"]_-"'{_,'1';\ 1;_“‘:_' K1 18
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Sekil 2.2: Tirnagin farkli lokasyonlarinda keratin gen ekspresyonlari (de Berker ve

Baran, 2012).

2.3. Proteinlerin Glikozilllenmeleri
Glikozillenme reaksiyonlar1 olarak bilinen karbonhidrat molekillerinin protein
molekiillerine baglanmasi enzimatik ve non-enzimatik reaksiyonlar seklinde olusur.

Karbonhidratlarin proteinlere baglanmasi hiicrede endoplazmik retikulum ile golgi
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organellerinin zarlarinda bulunan glikozil transferaz enzimleri tarafindan katalizlenir ve
karbohidratlar proteinlerin asparajin, serin veya treonin aminoasitlerinin yan zincirlerine
glikozidik bag ile baglanirsa enzimatik glikozillenme, indirgeyici sekerler ile sekerlerin
metabolik tlirevleri, herhangi bir enzim tarafindan katalizlenmeden proteinler ile
tepkimeye giriyorsa non-enzimatik glikozillenme seklinde gergeklesir (Kiling, 2011).
2.3.1. Enzimatik Glikozillenme Reaksiyonlari

Enzimatik glikozillenme glikozil transferazlarin katalizorliigiinde proteinlerin
asparajin, serin, treonin ve hidroksilizin amino asitlerine glukoz, galaktoz, mannoz,
fruktoz, N-asetil glukozamin, N-asetil mannozamin ve sialik asitlerin N- ve O-glikozid
baglart ile baglanmasi ile glikoproteinlerin olusumu seklinde meydana gelen
reaksiyonlar dizisidir (Alict ve Diilger, 2001).
2.3.2. Non-enzimatik Glikozillenme Reaksiyonlari

Gilintimiizde proteinlerin non-enzimatik glikasyonuna "Maillard reaksiyonu" adi
verilmektedir. Louis Camille Maillard (1912) ilk olarak rediiksiyon sekerlerinin
cozeltideki amino asitlerle reaksiyona girerek koyu renkli tirtinler (melanoidinler)
drettigini  bildirmistir (Maillard, 1912). Ardisik ve paralel tepkimelerden olusan
karmasik bir olay olan Maillard reaksiyonu erken, ara ve ge¢ olmak iizere ii¢ ana
asamaya ayrilir (Sadowska-Bartosz ve Bartosz, 2015). Erken asamada, glukoz (veya
fruktoz, pentozlar, galaktoz, mannoz, askorbat, ksiliiloz gibi diger indirgeyici sekerler)
kararsiz bir ara {iriin olan Schiff bazini1 olusturmak i¢in proteinler, niikleik asitler ve
lipidler de dahil olmak {izere birka¢ molekiiliin bir serbest amino grubu ile non-
enzimatik bir sekilde reaksiyona girer (Lapolla ve ark., 2005). Schiff baz1 olusumu geri
dontistimli bir reaksiyon olmakla birlikte, genellikle geri doniisiimsiiz bir reaksiyon
olan Amadori diizenlemesine ugrar ve Amadori {rlinleri adim1 verdigimiz proteinler
olusur (Biytikgiizel, 2013). In vivo kosullarda Amadori {iriinii yaklasik 15-20 giin sonra
dengeye ulasir ve hem kisa 6miirlii hem de uzun 6miirlii proteinlere geri doniisiimsiiz
baglanarak birikir. Ara asamada, gecirdikleri oksidasyon ve dehidratasyon
reaksiyonlarina bagl olarak Amadori tirlinii, tiiretildikleri sekerlerden ¢ok daha reaktif
olan ¢esitli karbonil (glioksal, metilglioksal, deoksiglukozonlar gibi) bilesiklere doniisiir
(Lapolla ve ark., 2005). Ge¢ asamada, Amadori tiriinii daha kararli fleri Glikasyon Son
Uriinlerini (Advanced Glycation End Products-AGE'ler) olusturmak icin siklizasyon,
oksidasyon ve dehidrasyon gibi reaksiyonlar1 izleyen yeniden diizenlemelerin ardindan

(moleculus) uzun omiirlii proteinlerde biriken ve hasara neden olan ¢6ziinmez, geri
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dontistimsiiz bir reaksiyon olan, genellikle sari-kahverengi ve floresan o6zelliklerde
AGE'ler olarak adlandirilan bilesikleri olustururlar (Severin ve ark., 2013). Bu
bilesiklerin kimyasal niteligi hentiz iyi tanimlanmamis olmasina ragmen son
arastirmalar, Amadori {riiniin oksidatif ve nonoksidatif diizenlemeler ile degisime
ugrayarak veya parcalanarak baslica furfuraller, rediiktonlar, dikarboniller ile
hidroksikarboniller sinifindan bilesikleri kapsayan glikasyon ara iirtinleri ve glikasyon

son triinlerine ¢evrildigini gostermistir (Kiling,2011;Vistoli ve ark., 2013).
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Sekil 2.3: Proteinlerin non-enzimatik glikozillenme siirecinde a¢iga ¢ikan Amadori

tirtinleri (Advanced Glycation End Products-AGE'ler) (Ansari ve Dash, 2013).
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2.3.2.1. Non-enzimatik Glikozillenmeyi Etkileyen Faktorler

Non-enzimatik glikozillenme reaksiyonlari enzimlerin katilimini
gerektirmediginden tepkimeler, indirgeyici seker ve proteinin konsantrasyonlari, serbest
amino gruplar1 bakimindan reaktivitesi ve hiicresel glukoz gegirgenligi ile proteinin yar1
omrii gibi in-vivo degiskenlere bagli olarak diizenlenir (Garlick ve Mazer, 1983; Kiling,
2011). Protein glikasyonu yavas ilerleyen bir tepkime siirecidir ve ayni protein
molekiili tizerindeki farkli amino gruplarinin glikasyon tepkime hizlar1 birbirinden
farklilik gostermektedir. Bu nedenle yar1 6mrii kisa olan proteinlerde protein glikasyonu
diisiik seviyelerde gergeklesebilir. Fakat yart 6mrii uzun olan proteinlerde, protein
iizerinde zamanla biriken seker miktar1 tayin edilebilir seviyelere ulagmaktadir
(Misciagna ve ark., 2007). Bu nedenle in-vivo kosullardaki protein glikasyonu
calismalar1 daha ¢ok yar1 6mrii uzun olan proteinlere dayanmaktadir. Sonug¢ olarak
protein glikasyonu hiz1 ve diizeyi kisinin yasindan bagimsiz olarak proteinin yart 6mrii
ve maruz kaldigi glukoz konsantrasyonuna bagl olarak degisir (Kiling,2011).
2.3.2.2. Glikozile Hemoglobin (HbA1c)

Non-enzimatik glikozillenme ile degisime ugradigi ilk belirlenen protein,
hemoglobindir (Alic1 ve Diilger,2001). Yetiskin bireylerde total hemoglobinin yaklasik
%97’sini olusturan HbA’nin karbohidrat (sadece glukoz degil) baglanmis formlari
HbAlal, HbAla2, HbAlb, HbAlc olarak tanimlanir (Brownlee ve Cerami, 1981).
HbAlal, HbAla2 ve HbA1b sirayla B-zincirlerinin N-terminal valinin amino gruplarina
fruktoz 1,6-bisfosfat, glukoz 6-fosfat ve bilinmeyen karbohidratlarin HbAO’a
baglanmasi ile az miktarda olusan {irtinlerdir. HbA1'!m B-zincirinin N-terminal valinin
amino grubuna glukozun non-enzimatik baglanmasi ile olusan dayanikli yap1 IFCC
tarafindan HbAlc olarak tanimlanmistir (Geistanger ve ark., 2008). HbA 1c kandaki ana
glikozile hemoglobindir ve HbA1 'in yaklasik %80'ni olusturur. Baglangicta kararsiz
amino ve aldehit gruplar1 arasindaki aldimin bagi (Schiff bazi) olusur. Schiff baz
ayrilabilir yada geri dontisimii olmayan Amadori diizenlemesine ugrayarak stabil
ketoamin yapisindaki HbAlc olusur (McDonalt ve ark., 1978).

HbAlc konsantrasyonlari  eritrositlerin  maruz kaldigi  plazma  glukoz
konsantrasyonunun bir fonksiyonudur. Eritrositlerde glukozun hiicre igine girisi
inslilinden bagimsiz oldugundan ortalama eritrosit yasam siiresi ile uyumlu olarak

HbAlc 2-3 aylk donemdeki glisemik kontrolii yansitir (Bunn,1981). HbAlc
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diizeylerinin ortalama eritrosit yasam siiresi ile iliskili oldugu dikkate alindiginda
ortalama eritrosit yasam stirelerinin kisaldigi klinik tablolarda (akut kan kayb,
hemolitik anemi, orak hiicre anemisi, talesemi gibi) hatali diisiik sonuglar saptanabilir
(Jiao ve ark., 1998). Geng eritrositlere kiyasla olgun eritrositlerde HbAlc diizeyleri
daha yiiksek oldugundan kronik hastalik anemisi ve demir eksikligi anemisinde de
HbAlc diizeyleri yiiksek bulunabilir (Tarim ve ark., 1999).

Yapilan farkli calismalarda HbAlc’nin diizeylerinde %]1°lik bir azalmanin diyabet
ile iliskili mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyon risklerinde anlamli azalmaya
yol actig1 ortaya konmustur (Nalysnyk ve ark., 2010). Iyi bir metabolik kontrol icin
HbAlc diizeyinin %7 nin altinda tutulmasi yeterli goriilse de son yillarda HbAlc’ nin
%6-6,5 sinirina c¢ekilmesini ongdren goriisler agirhik kazanmaktadir. Tip 1 mellitusta
yogun insiilin tedavisi sirasinda 2-3 ayda 1 kez, stabil duruma gecildiginde yilda 1 kez;
Tip 2 diyabetes mellitusta ise tedavide degisiklik sirasinda yilda 2-3 kez ol¢iiliir
(Bloomgarden, 2017).

Farkli 6l¢tim metotlart glikozillenmis hemoglobini farkli yollarla 6l¢tiiglinden
kullanilan metoda bagli olarak laboratuvarlar arasinda farkli sonuglar ortaya ¢ikabilir.
Metot standardizasyonu i¢in Amerika Birlesik Devletleri’'nde tiim laboratuvarlarin
kullandiklar1 HbAlc o6l¢iim metotlart Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon
Programi (NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program) tarafindan
sertifikalandirilmis ve sonuglar DCCT (Diabetes Control and Complications Trial)
calismasinda kullanilan ve altin standart olarak kabul edilen HPLC (yiiksek
performansli likid kromatografi) yontemine gore kalibre edilmistir. DCCT calismasinda
kullanilan HPLC yo6ntemine gore normal sinirlar %4,0-6,0 aras1 kabul edilmistir (Sahin
ve Oncel, 2014).
2.3.2.3. Fruktozamin

Glikozile serum proteinleri veya fruktozamin serumda glukoz ile proteinlerin
serbest amino gruplar arasindaki non-enzimatik reaksiyonlarin tirtinleridir (Furth,1988).
Fruktozamin diger adiyla glike albiimin veya glike serum proteini, HbAlc testinin
giivenilirligini kisitlayan durumlarda ve 2-3 haftalik kan glukoz konsantrasyonu
degerlendirmede kullanilir. Fruktozamin terimi genel olarak glikasyona ugrayan biitiin
proteinler i¢in kullanilmasina ragmen serum konsantrasyonunun fazla olmasi ve
glikasyona yatkinlig1 sebebiyle albiimin, saglikli bir kisi de glike serum proteinlerinin

%80’ini ifade etmektedir (Johnson ve ark., 1983). Fruktozamin analizlerinde tercih
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edilen metot ketoamin bilesiklerin nitro-blue tetrazolium boyasini rediikte ederek 525
nm’de absorbans veren bir bilesigin olusmasi temeline kuruludur. Ancak bu metot
spesifik olmayip, diger rediikleyici ajanlar 6l¢tim ile interferans verebilir (Mosca ve
ark., 1987).

2.3.2.4. Glikozillenmis Tirnak Proteini

Tirnak gibi keratinize yapilarda protein igerigi toplam kiitlenin yaklasik %80'ini
olusturmaktadir (Baden ve ark., 1973). Saglikh kisilerde tirnak proteinleri glikasyona
yavas ugradigindan glikozillenmis protein konsantrasyonu diisiik bulunmustur. Ancak
diyabetes mellitusu olan kisilerde glikozillenmis tirnak ve sa¢ proteinlerinin
konsantrasyonunda artis oldugu tespit edilmistir (Bakan ve Bakan, 1985). Ancak
literatiirde yapilan c¢aligmalar dikkate alindiginda diyabetes mellitus tanisinda
glikozillenmis proteinlere yogun ilgi duyulmasma ragmen, tirnak proteinlerinin
glikozillenmesine fazla ilgi gosterilmemistir.

Insan tirnak yapisi, tirnak yatagi, tirnak matrisi ve tirnak plakasindan olusan,
deri ile kesintisiz ve entegre bir yapidir. Tirnak yatagi, sinirler, lenf damarlar1 ve kan
damarlar1 bulunan derin bir membrandir. Tirnak proteinleri, tirnak yatagi bolimiinde
kan ve ekstraselliiler sivida bulunan glukoza maruz kaldik¢a, tirnak keratinlerinin
glikozilasyonu gercgeklesir (de Berker ve ark., 2007; Zaias, 2014). Tirnak degisimi
asamal1 olarak meydana geldiginden insan tirnagimin tam olarak yenilenmesi alt1 ile
dokuz ay gibi bir zaman araliginda tamamlanir. Bu nedenle tirnak proteinlerinin
glikasyon stiresi alti ile dokuz ay siirmektedir. Bu durum glikozillenmis tirnak
proteinlerini uzun vadeli glisemik kontrol i¢in daha degerli kilmaktadir (Kishabongo ve
ark.,2014; Katchunga ve ark., 2015). Ek olarak diyabetik ayak yaralanmalar1 ve trofik
bozukluklardan dolay1 ayak parmak tirnaklarmin kullanimi tavsiye edilmemektedir

(Tantisiriwat ve Janchai, 2008).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Popiilasyonu ve Goniilliilerin Secimi

Calismaya 18-45 yas aralifinda ve her iki cinsiyette herhangi bir hastalik
hikayesi olmayan 18 kadin ve 14 erkek olmak tizere 32 saglikli goniillti dahil edilmistir.
Gonilli bireylere NCCLS C28-A standartlarina uygun olarak hazirlanan anket formu
doldurulmus olunup, bu anket bilgileri ¢alismaya dahil etme/ret etme kriterlerini
uygulama amacgli kullanmilmistir. Calisma icin ret etme kriterleri olarak tanimlanmis
herhangi bir sistemik veya metabolik hastaligin varligi, akut/kronik enfeksiyon varligi,
ilag/alkol/sigara kullanim1 kabul edildi.
3.2. Calisma Tasarim ve Metodu

Calisma oncesinde goniillii bireylerden anket formunu doldurmalar istendi ve
bel cevresi, sistolik/diyastolik kan basinci 6l¢timleri yapildi. Goniillillerden bir gece
acligi (10-12 saat) sonrasi sabah 8:00-11:00 aras1 tirnak 6rnekleri ve beraberinde 1 adet
jelli biyokimya ile 1 adet EDTA’I tiip olmak iizere iki adet kan 6rnegi alindi. Her
goniilliden alinan tirnak 6rnekleri dikkatli bir kesimden sonra ayr1 ayr1 10 el parmak
tirnag1 seklinde olmak iizere toplandi ve her bir tirnak ayr1 posetlerde uygun kotlamalar
yapilarak -80°C de en cok 6 ay olmak tizere saklandi. Es zamanli olarak biyokimya
tiplerine alman kan Ornekleri santrifiij edilip serumlari ayrildiktan sonra uygun
kotlamalar yapilarak -80°C muhafaza edildi. EDTA’l tiiplere alinan numunelerden 10
uL tam kan ve hemoliz edici reaktiften (hemolyzing reagent, Kat. No. 11488457 122,
Roche Diagnostics, USA) 1000 uL alinarak elde edilen hemolizat numuneleri HbAlc
calisilmasi amagli -80°C de sakland.

Calismaya dahil olan goniilliilerden elde edilen tirnak ve kan numuneleri secilen
6 aylik bir zaman diliminde 15 giinii gegcmeyecek araliklarla 10 farkli zamanda alindi.
Her goniillilden alian ilk tirnak 6rnegi baslangi¢ zamani Z1 olarak kabul edildi ve
gontlliniin ilk 6rnek verdigi giin esas alinarak belirlenen 6 ay i¢inde diger 6rnek alma
gunleri 22, 73, 74, 75, 76, 777, 78, 79, 710 seklinde olusturuldu. Tirnak 6rnekleri ayni

standart kosullarda alind1 ve bu 6rnekler -80°C muhafaza edildi.
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3.3. Glikozillenmis Tirnak Proteini Olciimii ve Metodun Analitik Performansinin
Degerlendirilmesi

Glikozillenmis tirnak proteinleri 6l¢timii Johnson ve arkadaslarinin modifiye
edilmis spektrofotometrik nitro-blue tetrazolyum (nitro-blue tetrazolium-NBT)
metoduna gore yapildi (Johnson ve ark., 1983; Kishabongo ve ark., 2014).
3.3.1. Nitro-Blue Tetrazolium (NBT) Reaktif Cozeltisinin Hazirlama

Oncelikle 7,4193gr Na,COs ve 2,5203gr NaHCO3 distile suda ¢oziilerek 1000
mL’lik pH’s1 10,3 olan 0,1 M karbonat/bikarbonat tamponu hazirlandi. 0,1 M sodyum
karbonat/bikarbonat tamponu icerisinde 0,2044gr Nitrotetrazolium Blue chloride
¢oziildi ve 1 mL Triton X-100 eklenerek 1000 mL’lik 0,25 mM NBT reaktif ¢ozelti
hazirlanda.
3.3.2. Glikozillenmis Tirnak Proteini Ol¢iimii

Her bir katilimcidan on farkli zamanda toplanan tirnak numuneleri her zaman
birimi i¢in sag ve sol el parmak tirnag: seklinde cam tiiplere konuldu. Analiz 6ncesinde
tiiplere konulan tirnak numuneleri 60 dakika %0,5 (v/v)’lik Triton X-100 ¢ozeltisinde
bekletildi ve ardindan numuneler distile su ile yikandi. Yikanan tirnak numuneleri doku
takibi i¢in kullanilan kasetlere aktarilarak etiivde (37°C,12 saat) bekletildi. Etiivden
cikarilan tirnak numuneleri kiictik kirpintilar halinde dikkatli bir sekilde kesildi. Kesilen
tirnak kirpintilart manuel ¢alisan kanca mengene ile ¢ap1 2 cm’lik iki celik levha
arasinda 1 dakikayr gecmeyecek sekilde presleme islemine tabi tutuldu. Bu islemin
ardindan hassas terazi ile tirnak kirpmtilarinin agirlik 6lgtimleri yapildi (elde edilen
minimum deger 8,9 mg ve maksimum deger 569 mg olarak saptandi). Ardindan tirnak
kirpintilar1 analizin yapilacag tiiplere aktarildi. 1 mL NBT reaktif (0,25 mM) cozelti
tirnak kirpintilarina ilave edilip ardindan su banyosunda (37°C, 60 dakika) inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra 530 nm dalga boyunda fotometrik okuma yapilarak
absorbans degerleri elde edildi. Elde edilen absorbans degerlerinden kantitatif sonug
elde etmek ic¢in fruktozamin standardi (precimat fructosamine, lot:181829 Ver.l1,
calibrator code: 00581, calibration value: 408 pmol/L, Roche Diagnostics, USA)
kullanildi. Sonuglar gram tirnak basma diisen glikozillenmis proteinin pmol miktari

olarak (umol/g tirnak) ifade edildi.
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3.3.3. Glikozillenmis Tirnak Proteini Olciim Metodunun Analitik Performansinin
Degerlendirilmesi

Glikozillenmis tirnak proteini analizlerinin yapilacagi giin 6l¢im 6ncesinde
kalite kontrol materyali (precinorm fructosamine, lot: 126146 Ver.1, value: 279 pmol/L,
range: 237-321 pumol/L, 1SD: 14 pumol/L, Roche Diagnostics, USA) ile elde edilen
giinliik 6l¢tim sonuclar1 degerlendirildi.

Glikozillenmis tirnak proteinin 6l¢timiinde kullanilan NBT metodunun analitik
performansinin degerlendirilmesi i¢in farkli numune tiirlerinde tekrarlanabilirlik
calismalar1 (within-run ve between-run) yapildi. Oncelikle dort farkli bireyden alian
tirnak numuneleri kii¢iik kirpintilar halinde dikkatli bir sekilde kesildi ve bir tiip i¢inde
bu kiiciik tirnak kirpintilart karistirildi. Elde edilen bu karisimdaki numuneler ayni
ocliim serisi icinde 12 kez calisarak giin i¢i tekrarlanabilirlik (within-run) calismasi
yapildi. Diger 4 giin ise bu karisimdaki numuneler ile giinde 3 kez calisilarak giinler
arasi (between-run) tekrarlanabilirlik ¢calismast yapildi.

NBT metodunun analitik performansinin degerlendirilmesi i¢in tekrarlanabilirlik
calismalar1 igin farkli bir numune olarak precinorm fructosamine kalite kontrol
materyali kullanildi. Analiz glikozillenmis tirnak proteini 6l¢iimiine uygun olarak 100
uL kontrol numunesi 1000 uLL NBT reaktif ¢ozelti ile muamele edildi, ardindan su
banyosunda (37°C, 60 dakika) inkiibasyona birakildi, son olarak ta 530 nm dalga
boyunda fotometrik okuma yapildi. Numune igersine bulunan askorbik asit ve {irik asit
gibi kiiciik molekiiler agirlikli bilesenler NBT diizeylerini azaltabildiginden (Mashiba
ve ark.,1992; Baker ve ark.,1991), bir¢ok ticari kite iirikaz eklenerek iirik asidin etkisi
giderilmeye ¢alisilir. Bu amacla precinorm fructosamine kalite kontrol materyalinde
tirik asit diizeyleri ol¢tildii ve 6lglim sonucu iirik asit 6l¢iim metodunun alt saptama
siirt olan 0,2 mg/dL’nin altinda oldugu saptandi. Bu kontrol materyali kullanilarak
aynt Ol¢lim serisi i¢inde 20 kez calisarak giin i¢i tekrarlanabilirlik (within-run)
calismasi, diger 4 giin ise bu karisimdaki numuneler ile giinde 4 kez calisilarak giinler

arasi (between-run) tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapildi.
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Hazirlanan NBT reaktif c¢ozeltisi kullanilarak metot ARCHITECT ¢8000
(Abbott, Abbott Park, Illinois, U.S.A.) klinik kimya oto-analizoriine asagida
gosterildigi gibi aplike edildi:

Mod: Rate up

Reaktif volimii: 200 L.
Numune voltiimii: 10 pLL

Primer dalga boyu (A): 546 nm
Sekonder dalga boyu (A): 700 nm
Okuma noktalari: 29-33

NBT metodunun analitik performansinin degerlendirilmesi i¢in tekrarlanabilirlik
caligmalar i¢in son farkli numune tiirli olarak serum kullanildi. Farkli bireylerden elde
edilen serum numunelerinden havuz olusturuldu ve serum numunelerinde fruktozamin
diizeyleri metot icin aplikasyonu yapilan yukarida tanimlanan oto-analizérle belirlendi.
Serum havuzu kullanilarak ayni 6l¢iim serisi i¢inde 20 kez calisarak giin ici
tekrarlanabilirlik (within-run) ¢alismasi, diger 4 giin ise bu karisimdaki numuneler ile
giinde 4 kez ¢aligilarak giinler aras1 (between-run) tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapildi.
3.4. Ol¢iimii Yapilan Diger Rutin Parametreler

Caligmaya dahil edilen goniillillerden alinan kan numuneleri i¢in glukoz, total
kolesterol, trigliserit, HDL-kolesterol, HbAlc ve insiilin analizleri ticari kitler (Roche
Diagnostics GmbH, USA) kullanilarak cobas® 8000 modular analizor serisi (Roche
Diagnostics, USA) ile yapildi.

3.5. Metabolik Sendrom Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen goniilliillerde metabolik sendrom degerlendirmesi
Uluslararas1 Diabet Federasyonu (International Diabetes Federation-IDF) tarafindan
tanimlanan kriterlere gore yapilmistir (Alberti ve ark., 2005). Metabolik sendrom varligi
santral obezite ile birlikte sayilan kriterlerden iki veya daha fazlasi olarak
tanimlanmaktadir: (1) Abdominal obezite (bel cevresi erkekler i¢cin >94 cm ve kadinlar
icin >80 cm); (2) hipertrigliseridemi (>150 mg/dL); (3) diisiik serum HDL-kolesterol
diizeyleri (erkekler i¢cin <40 mg/dL ve kadinlar i¢in <50 mg/dL); (4) yiiksek aclik kan
glukozu (>100 mg/dL); (5) artmis kan basinct (>135/85 mmHg).

3.6. Biyolojik Varyasyon Degerlendirmesi
Goniillilerden elde edilmis datalarin analizi 6ncesinde her bir kisiye ait asir1 ug

degerlerin atilmasinda Cochran testi (Cochran,1941), her bir bireye ait ortalama

22



degerlerin diger bireylerden elde edilen ortalama degerlerden biiyiik farklilik
gosterenlerin belirlenmesinde Reed kriteri (Reed ve ark., 1971) kullanildi. Birey-i¢i ve
bireyler-aras1 biyolojik varyasyonlar varyasyon katsayilar1 (coefficients of variation-
%CV) olarak ifade edildi.

Birey-i¢i biyolojik varyasyon (within-subject biological variation-CVi) ayni
kisiye ait sonuglarin giinler aras1 degisimini ifade eder. Biyolojik faktorler ve deney-ici
analitik varyasyonun (within-run variation) katkis1 sonucudur. Her bir bireyin 10 farkl
zamanda elde edilen verileri kullanilarak elde edilen ortalama ve standart sapma
degerlerinden tek tek CVr (birey-i¢i total varyasyon) hesaplandi ve ortalamalar1 alindi.
Analitik varyasyon (CVa) i¢in within-run tekrarlanabilirlik ¢calismasindan elde edilen
deger (%CVaw) kullanildi. Asagidaki formiil kullanilarak CV1 hesaplandi (Fraser, 2001;
Fraser ve Harris, 1989);

CVi=(CVr? - CVah)'”

Bireyler-aras1 biyolojik varyasyon (between-subject biological variation—CVg)
ayn1 analitin bireyler aras1 degisimini ifade eder. Calismaya katilan tiim bireylerin tiim
verileri kullanilarak elde edilen ortalama ve standart sapma degerlerinden tiim sonuglar
arast varyasyon (CVrt) hesaplandi. Analitik varyasyon (CVa) i¢in between-run
tekrarlanabilirlik calismasindan elde edilen deger (%CVag) kullanildi. Asagidaki formiil
kullanilarak CVg hesaplandi ((Fraser, 2001; Fraser ve Harris, 1989););

CVs = (CV-CV-CVa?%)'?

Sonuglarin degerlendirilmesinde referans araliklarinin kullaniminin yararli olup
olmadigmin incelenmesi i¢in bireysellik indeksi (individuality index-I.I.) hesaplandi
(Petersen ve ark., 1999);

LI =CV/CVg

Eger LI. degerinin <0,6 olmasi durumunda bir bireyden elde edilen test sonucunun
popiilasyon temelli referans araligi igersinde kiigiik bir aralikta olacagindan, referans
araliginin kullaniminin yarar1 az olacaktir. Eger I.I. degerinin >1,4 olmasi durumunda
ise tani i¢in referans araligi kullaniminin faydali olacagini gostermektedir (Fraser ve
Harris, 1989; Ricos ve ark., 1994).

Biyolojik varyasyon degerleri kullanilarak yontemin kalite gereksinimleri
(spesifikasyonlar1) olarak analitik kesinlik (analytical imprecision, %CV), bias (rolatif
sapma-relative deviation, %RD) ve kabul edilebilir toplam hata (total error allowable-

%TEa) degerleri hesapland1 (Harris, 1979; Fraser ve ark., 1992);
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%CV =1/2x CV1
%Bias = ¥4 x (CV> + CVg?)!?
%TEa = %Bias + 1,65 x %CVa
Referans degisim degeri (reference change value-RCV) asagidaki formiil kullanilarak
hesaplandi (Fraser,2001);
RCV =2"2x Z x (CVa2 + CVP)!?
Z = 1,96 ise %95 olasilik ile (p<0,05) anlaml1 bir degisiklik icin ve Z = 2,58 ise %99
olasilik ile (p<0,01) anlaml bir degisiklik i¢in kullanilmaktadir.
3.7. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler MedCalc (MedCalc Software, Broekstraat, Mariakerke,

Belgium) programi ile yapildi. Siirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov testi ile arastirildi. Gaussian dagilim gosteren degiskenler
ortalama+SD olarak gosterildi. Dagilimi normal olan degiskenlerin gruplar arasi
karsilastirmalarinda Student’s T testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik p< 0,05 (two-
tailed) diizeyinde degerlendirildi.
3.8. Proje Destegi ve Etik Kurul

Bu proje Giresun Universitesi BAP Koordinasyon Birimi tarafindan SAG-BAP-
C-140316-08 numaral1 proje olarak desteklendi.

Bu calisma Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu’nun 20/11/2015 tarih ve 733 nolu karar1 uyarinca yuriitiildi.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsma Popiillasyonunun Demografik ve Olgiim Parametrelerinin
Degerlendirme Bulgular:

Calisma poptilasyonunun demografik ve 6l¢iim parametreleri ile IDF kriterlerine
gore calisma popiilasyonunda metabolik sendrom komponentlerin varligi Tablo 4.1°de
gosterilmistir. Calismaya dahil edilen 32 saghikli goniilliiniin tanimlanmis herhangi bir
sistemik veya metabolik hastaligin varhigi, akut/kronik enfeksiyon varligi,
ilag/alkol/sigara kullanimi olmadig1 gibi IDF kriterlerine gore metabolik sendrom tanist

alan katilimci bulunmamakta idi.

Tablo 4.1: Calisma popiilasyonunun (N=32) demografik ve 6l¢iim parametreleri ile IDF

kriterlerine gore calisma popiilasyonunda metabolik sendrom frekansi ve komponentleri

Degiskenler Ortalama+SD Komponentler* % (N)
veya N/N

Cinsiyet (E/K) 14/18 Bel gevresi %53,1 (N=17)
Yas (y1l) 28,8+£7,0 Aclik kan glukozu %6,3 (N=2)
Bel ¢evresi (cm) 86,5+9,6 HDL-Kolesterol %12,5 (N=4)
Sistolik kan basinci (mmHg) 112,5 + 13,7 Trigliserit %3,1 (N=1)
Diyastolik kan basinci (mmHg) 70,0 = 8,8 Kan basinci %0
Glukoz (mg/dL) 88,8+7,4 Komponent sayisi % (N)
Insiilin (uU/mL) 155+14 0 %40,6 (N=13)
HOMA-IR 2,15+£0,96 1 %43,8 (N=14)
Total kolesterol (mg/dL) 175,4+ 349 2 %15,6 (N=5)
Trigliserit (mg/dL) 81,0 £35,6 3 %0
HDL-kolesterol (mg/dL) 55,5+ 13,1 4 %0
LDL-kolesterol (mg/dL) 103,7 +35.3 5 %0
HbAlc (%) 5,1+£0,2

*Komponentlere ait yiizde degerler IDF kriterlerine gére metabolik sendrom tanist i¢in kullanilan cut-off

degerlerin altinda veya iistiinde olmasina goére belirlenmistir
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4.2. Glikozillenmis Tirnak Proteini Olciim Metodun Analitik Performansinin
Degerlendirilme Bulgular:

Calismaya katilan 32 goniilliiden 10 farkli zamanda her iki elden elde edilen
yaklagik 640 tirnak numuneleri i¢in glikozillenmis tirnak proteini dlgiimleri ortalama 2
giin arayla 7 farkli glinde yapildi. Fruktozamin standardi (precimat fructosamine, Roche
Diagnostics, USA) konsantrasyonlardan bir alt diisiik konsantrasyonlara ulagsmak i¢in
seri seyreltmeler yapilarak 408 pmol/L, 204 pmol/L, 102 pumol/L, 56 umol/L, 25,5
pmol/L ve 12,75 pmol/L konsantrasyon degerleri elde edildi. Elde edilen konsantrasyon
degerleri i¢in fruktozamin standartlar1 ile analizlerin yapildig1 7 giiniin ilk ve son giinii

yapilan kalibrasyon ¢alisma sonuglari1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1: Fruktozamin standartlar1 (precimat fructosamine, lot:181829 Ver.1, calibrator
code: 00581, calibration value: 408 umol/L, Roche Diagnostics, USA) ile analizlerin

yapildig1 7 giiniin ilk ve son giinii yapilan kalibrasyon calisma sonuglari.
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Glikozillenmis tirnak proteini analizlerinin yapilacagi giin 6l¢iim Oncesinde
kalite kontrol materyali ile elde edilen giinlik o6l¢tim sonuglart Sekil 4.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.2: Analizlerin yapildig1 03 Ocak 2017-17 Ocak 2017 tarihleri aras1 7 giinde
kalite kontrol materyali (precinorm fructosamine, lot: 126146 Ver.1, value: 279 umol/L,
range: 237-321 umol/L, 1SD: 14 umol/L, Roche Diagnostics, USA) ile elde edilen
giinliik 6l¢tim sonuglari (ortalama: 276,9 umol/L; SD: 20,3 pmol/L; %CV: %7,3)

Hazirlanan serum, kontrol (precinorm fructosamine) ve tirnak havuzlarindan
elde edilen numunelerde fotometrik NBT metoduyla 6l¢iilen fruktozamin (umol/L) ve
glikozillenmis tirnak proteini (umol/g) i¢in yapilan giin i¢i ve gilinler arasi
tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglar1t Tablo 4.2°de gosterilmistir. Kontrol ve tirnak
numuneleri NBT metodu i¢in tanimlanan manuel yontemle, serum numuneleri ise
verilen aplikasyon bilgilerine uyumlu olarak ARCHITECT ¢8000 klinik kimya oto-

analizoriinde ¢alisilmistir.

27



Tablo 4.2: Hazirlanan serum, kontrol ve tirnak havuzlarindan elde edilen numunelerde
fotometrik NBT metoduyla olgiilen fruktozamin (pumol/L) ve glikozillenmis tirnak

proteini (umol/g) i¢in yapilan giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuclar

Giin I¢i (within-run) Giinler Aras1  (between-run)

Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik

N Xi SD, %CVaw | N X> SD» %CV s
Serum 20 | 299,0 11,1 %3,7 20 301,2 15,5 %S5,1
havuzu umol/L umol/L umol/L | umol/L
Kontrol 20 | 2703 16,4 %06,1 20 2783 28,3 %10,2
havuzu umol/L umol/L umol/L | umol/L
Tirnak 12 | 1,121 0,1045 | %9.,3 15 1,210 0,146 | %12,1
havuzu pumol/g umol/g umol/g | umol/g

Serum havuzu icin saptanan tirik asit diizeyi 4,0 mg/dL idi.

4.3. Glikozillenmis Tirnak Proteininin Biyolojik Varyasyon ve Referans Degisim
Degerleri Degerlendirme Bulgular:

Goniilliilerden elde edilmis datalarin analizi oncesinde her bir kisiye ait ug
degerlerin belirlenmesinde kullanilan Cochran testi ile glikozillenmis tirnak proteini
verilerinden sag parmaklara ait 24 veri ve sol parmaklara ait 23 veri analiz dis1 birakildi.
Her bir bireye ait ortalama degerlerin diger bireylerden elde edilen ortalama degerlerden
biiytiik farklilik gosterenlerin belirlenmesinde Reed kriteri ile 32 katilimcidan 1°nin tiim
glikozillenmis tirnak proteini verileri analiz dig1 birakildi. Katilimcilardan numune alim
zamanlarinda her bir bireye ait sag ve sol parmaklardan elde edilen tirnak
numunelerinin  glikozillenmis tirnak proteini degerleri sag/sol parmaklar i¢in
karsilagtirildi. 10 farkli zamanin her birinde sag ve sol parmaklar i¢in glikozillenmis
tirnak proteini degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadigindan
(Tablo 4.3), her bir numune alim zamani i¢in her bir bireye ait sag ve sol parmaklardan
elde edilen tirnak numunelerinin glikozillenmis tirnak proteini degerlerinin ortalamasi
alinarak tiim parmaklar i¢in biyolojik varyasyon degerlendirmesi yapildi. Cochran testi
ile tiim parmaklara ait glikozillenmis tirnak proteini verilerinden 7 veri analiz dis1
birakilmis olup; Reed kriteri ile 32 katilimcidan 1’nin tiim glikozillenmis tirnak proteini
verileri analiz dis1 birakildi. Sag/sol parmaklar ile tiim parmaklardan elde edilen
glikozillenmis tirnak proteini verilerden belirlenen biyolojik varyasyon degerleri,
referans degisim degeri (RCV) ve kalite gereksinimleri Tablo 4.4’te gosterilmistir. RCV

hesaplamalarinda denklemde bulunan CVa ig¢in Fraser CG analitin analizlerinin

yapildig1 tiim zaman periyodu i¢inde internal kalite kontrol ¢calismalarindan elde edilen
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verilerden hesaplananabilecegini bildirmisti. Precinorm fructosamine materyali ile
internal kalite kontrol c¢alismasindan elde edilen CVa %7,3 olarak belirlenmesine
ragmen kontrol materyalinin matriksi analizleri yapilan tirnak numuneleri i¢in uygun
degildi (Fraser ve Harris 1989). Yine Fraser CG analitik presizyon i¢in within-run
analitik varyasyon (%CVaw) degerlerinin de kullanilabilecegini bildirdiginden (Fraser,
2001) %TEa ve RCV hesaplamalarinda CVa i¢in tirnak havuzu ile within-run

tekrarlanabilirlik ¢alismasindan elde edilmis deger olan %9,3 kullanilmistir.

Tablo 4.3: Katilimcilardan (N=32) numune alim zamanlarinda (Z1, Z2, Z3, Z4, 75, 76,
77, Z8, 79, Z10) her bir bireye ait sag ve sol parmaklardan elde edilen tirnak

numunelerinin glikozillenmis tirnak proteini degerlerinin sag ve sol parmaklar i¢in

karsilastirmalar1
Glikozillenmis Tirnak Proteini
(nmol/g tirnak)

Numune Alma Sag Parmaklar Sol Parmaklar p*

Zamanlari
71 0,47 £ 0,24 umol/g 0,47 £ 0,28 umol/g =0,936
72 0,43 +£ 0,21 pmol/g 0,42 + 0,20 pmol/g =0,814
73 0,42 £ 0,22 umol/g 0,42 + 0,20 umol/g =0,928
74 0,45 £+ 0,20 pmol/g 0,42 + 0,23 pmol/g =0,529
75 0,42 £ 0,18 pumol/g 0,41 £0,19 umol/g =0,780
76 0,44 £ 0,22 pmol/g 0,41 £ 0,23 umol/g =0,647
77 0,36 £ 0,15 pumol/g 0,35+ 0,15 umol/g =0,794
78 0,44 + 0,30 pmol/g 0,39 + 0,17 pumol/g =0,363
79 0,43 £ 0,21 pumol/g 0,41 £ 0,22 umol/g =0,783
710 0,42 £ 0,22 pmol/g 0,44 £ 0,20 umol/g = 0,805

* p degeri Student’s T testi ile hesaplanmustir.
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Tablo 4.4: Sag/sol parmaklar ile tiim parmaklardan elde edilen glikozillenmis tirnak
proteini verilerden belirlenen birey-i¢i biyolojik varyasyon (%CVi), bireyler-arasi

biyolojik varyasyon (%CVq), bireysellik indeksi (I.1.), referans degisim degeri (RCV)

ve kalite gereksinimleri

Biyolojik Varyasyon ve RCV Sag Sol Tiim
Degerleri parmaklar parmaklar parmaklar
%CV1i %20,48 %19,57 %17,59
%CVa %29,61 %28,97 %29,01
LI 0,692 0,676 0,606
RCV (Z=1,96 ve p<0,05) %62,3 %60,0 %55,1
RCV (Z=2,58 ve p<0,01) %82,1 %79,1 %72,6
Kalite Gereksinimleri

Analitik Kesinlik (%CV) %10,2 %9,8 %38.,8
%Bias %9,0 %38,7 %8.,5
Kabul edilebilir toplam hata %24,3 %24,0 %23,8
(%TEa)

Within-run analitik varyasyon (%CVaw) %9.3 olarak belirlenmistir
Between-run analitik varyasyon (%CVag) %12,1 olarak belirlenmistir
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5. TARTISMA

Yapilan calismalarda diyabetik hastalarda uzun donem glisemik kontrol ve
tedavi etkinliginin izlenmesinde yarali olabilecegi one siiriilen glikozillenmis tirnak
proteinleri i¢in saglikli gonilliiler ile yapilan bu ¢alismada birey-ici biyolojik varyasyon
degerine gore bireyler-arasi biyolojik varyasyon degeri daha yiiksek bulundu (sirasiyla
%17,59 ve %29,01). Hesaplanan bireysellik indeksi degerine gore (I.I. : 0,606)
glikozillenmis tirnak proteinleri i¢in belirlenen referans araliklari kullaniminin ileri
derecede fayda saglamamakla beraber zayif-orta derece faydali olabilecegi anlasildi. Bir
parametre icin bireyin seri Ol¢timlerinde klinik agidan anlamli farkliligi gosteren
referans degisim degeri glikozillenmis tirnak proteinleri i¢in %95 olasilik ile %55,1
olarak belirlendi. Ek olarak literatiirde glikozillenmis tirnak proteinlerinin biyolojik
varyasyonunun belirlenmesine yonelik ¢alisma bulunmamakta olup, bu parametrenin
diyabetik hastalarin tani ve takibinde kullanilmasina yonelik kisitli sayida ¢alisma
bulunmaktadir.

Glikozillenmis tirnak proteinlerinin diyabetik hastalarda uzun donem glisemik
kontroliin izlenmesinde kullanimina yonelik kisith ¢alismalardan biri olan Kishabongo
ile Katchunga ve ark.’nin yakin zamanda yaptiklar1 ¢alismalarda bu parametrenin
diagnostik ozelliginin de olabilecegi gosterilmistir (Kishabongo ve ark., 2014;
Katchunga ve ark., 2015). El tirnaklarimin ayda yaklasik 2 mm uzadig1 ve tirnaklarin
tam yenilenmesinin yaklasik 4-6 ayda oldugu (Cashman ve Sloan, 2010) dikkate
alindiginda glikozillenmis tirnak proteinlerinin diyabetik hastalarda ge¢mis 4-6 aylik
donemdeki glisemik kontrolii yansitabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Katchunga ve ark., 2015;
Bakan ve Bakan, 1985). Fruktozaminin geriye doniik 2-3 haftalik, HbAlc’nin ise geriye
doniik 2-3 aylik donemin glisemik kontroliiniin izlenmesinde kullanildigr (Hindle ve
ark., 1986) distiniildiigiinde daha uzun dénemin degerlendirilmesinde glikozillenmis
tirnak proteinlerinin kullanimi avantaj saglayabilir. Bu ¢alismada numuneler alt1 aylik
zaman diliminde on farkli zamanda toplanmasia ragmen, caligmaya sadece saglikli
goniilliiler katildigindan diabetik hastalarda diger ¢alismalarda belirtilen glikozillenmis
tirnak proteinlerinin uzun donem glisemik kontroliiniin izlenmesindeki profili
saptayamadik. Calismaya katilan saglhikli goniilli  bireylere NCCLS C28-A
standartlarina uygun olarak hazirlanan anket formu doldurulmus olunup, bu anket
bilgileri ¢alismaya dahil etme/ret etme kriterlerini uygulama amach kullanilmustir.

Calisma i¢in ret etme kriterleri olarak tanimlanmis herhangi bir sistemik veya metabolik
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hastaligin varligi, akut/kronik enfeksiyon varligi, ilag/alkol/sigara kullanimi kabul
edildi. Calismaya dahil edilen goniilliillerde metabolik sendrom degerlendirmesi IDF
tarafindan tanimlanan kriterlere gore yapilmis olup (Alberti ve ark., 2005), metabolik
sendromlu katilimcilar ¢aligmaya dahil edilmemistir.

Glikozillenmis protein analizlerinde kullanilan numuneler dikkate alindiginda
protein ve su igerikleri plazma numunelerinin sirasiyla yaklasik %7 ve %91°1 iken,
tirnak numunelerinin ise sirasiyla yaklasik %85 ve %1°1 kadardir (Baden ve ark., 1973).
Tirnak numunelerinde interfere edici molekiillerin (tirik asit, askorbik asit gbi)
yogunlugunun daha az olusu, daha saf bir protein varlig1 ve bu protein fraksiyonun
goreceli ¢oklugundan dolayr fruktozamin ve HbAlc’ye gore uzun donem glisemik
degisikliklere karsi daha duyarli bir parametre olabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir
(Kishabongo ve ark., 2015; Katchunga ve ark., 2015). Ek olarak nitro-blue tetrazolyum
metodunun reaktif maliyetinin goreceli olarak diisiik olmasi ve tek asamali analiz
basamagi icermesinden dolay1 6zellikle gelismekte olan tilkeler i¢in bu testin kullanimin
onemli olabilecegi ile ilgi literatiirde belirli ¢ikartimlar da bulunmaktadir (Kishabongo
ve ark., 2014).

Serum ve hemolize kan numunelerinde fruktozamin ve HbAlIc gibi
glikozillenmis protein analizlerinde kullanilan kromatografik, elektroforetik ve
spektrofotometrik prosediirler tanimlanmistir (Davis ve ark., 1986; Dolhofer ve
Wieland, 1981; Lloyd ve Marples, 1984; Johnson ve ark., 1983). Guinlimiiz rutin
laboratuvar uygulamalarinda HbAlc analizleri i¢in kromatografik metotlar ve
tirbidimetrik mikropartikiil agliitinasyon inhibisyon metotlar 6n planda iken (Wolf ve
ark., 1984; Klingenberg ve ark., 2017); fruktozamin analizleri i¢in alkali ortamda
ketoaminlerin nitro-blue tetrazolyumu indirgenmesi esasina dayanan spektrofotometrik
metot on plandadir (Lloyd ve Marples, 1984; Johnson ve ark., 1983). Fruktozamin
analizlerinde kullanilabilecek diger metot olan hidroksimetilfurfural olusumu esasinda
dayanan tiyobarbitiirik asit prosediiriiniin inkiibasyon siirelerinin uzun ve islem
basamaklarinin fazla olmasindan dolayr (Dolhofer ve Wieland, 1981) rutin
uygulamalarda kullanilmamaktadir. Literatirde tirnak numunelerinde glikozillenmis
protein analizlerinde gerek nitro-blue tetrazolyum gerekse tiyobarbitiirik asit metodunu
kullanan c¢alismalar olmakla beraber son yapilan c¢aligmalar serum fruktozamin
analizlerinde rutin uygulamalara uygun olarak nitro-blue tetrazolyum metodu iizerine

yogunlasmistir (Katchunga ve ark, .2015; Bakan ve Bakan, 1985; Kishabongo ve ark.,

32



2014). Yaptigimiz bu c¢alismada glikozillenmis protein analizlerinde rutin
uygulamalarda serum fruktozamin analizleri i¢in tanimlanan aplikasyon bilgilerine
uygun olarak kesilen tirnak kirpintilarinin presleme islemi sonrasinda Johnson RN ve
arkadaslarinin tanimladigi (Johnson ve ark., 1983) ve Kishabongo AS ve arkadaslari
tarafindan (Kishabongo ve ark., 2014) tirnak numuneleri i¢in modifiye edilmis nitro-
blue tetrazolyum metodu esas alinmistir. Ancak serum fruktozamin analizlerinde {irik
asit, askorbik asit ve glutatyon gibi serum matriksinde bulunan molekiillerin reaktifteki
substratin indirgenmesinde interfere edici etkisi oldugu bilindiginden (Johnson ve ark.,
1983), bu reaktiflere ek olarak mikrobiyal {irikaz enzimi de eklenmektedir. Analizler
icin kullandigimiz tirnak numunelerinde {irik asidin diizeyleri ihmal edildiginden
hazirladigimiz reaktiflere tirikaz enzimi ekleme geregi duyulmamustir.

Diyabetik ayak yaralanmalari, trofik bozukluklar ve mantar hastaliklarinin
(onikomikoz) sik rastlanmasi nedeniyle tirnak numunelerinin analizlerinde ayak parmak
tirnaklarinin kullanimi tavsiye edilmemektedir (Tantisiriwat ve Janchai, 2008). Sag¢larda
da glikozillenmis proteinlerin analizleri yapilabilmekle beraber, insan sa¢ uzunlugu
varyasyonunun tirnak uzunlugundan daha biiyiik olmasi ve sampuan kullanimi nedeni
ile kimyasal kontaminasyon sa¢ numuneleri analizlerinde standartlasma problemlerine
neden olmaktadir (Kishabongo ve ark., 2014). Bu calismada analizlerde kullandigimiz
el parmak tirnaklar1 yogun keratinize sert bir doku olmasindan dolayi, cogu
biyokimyasal analizlerde kullanilan viicut sivilarindan (serum, beyin omurilik sivisi
gibi) farkli olarak analize uygun tirnak numunelerin hazirlanmasinda zorluklar
yasanmaktadir. Bu calismada tirnak numunelerinin hazirlanmasinda tirnak protein
ekstraksiyonu i¢in sa¢ proteinlerinin ekstraksiyonunda kullanilan Shindai metodu
(Nakamura ve ark., 2002) kullanilmasina ragmen numune hazirlama asamalarinin ve
stirelerinin uzun olmasi, kullanilan kimyasallarin ¢ok cesitlilik gostermesi (kloroform,
metanol, tiyotire, 2-merkaptoetanol gibi) nedeniyle analizler i¢in kullanilan dalga
boyunda belirlenen dikkate deger interferanslardan dolay1 analizlerde bu metot esas
alimmamistir. Bu metodun yerine tirnak kirpintilar1 iki ¢elik levha arasinda en az 1
dakika siire ile preslenerek analize uygun numuneler hazirlanmistir. Metot i¢in referans
aldigimiz Katchunga PB ve arkadaslari son yaptigi calismada non-diyabetik grupta
glikozillenmis tirnak proteini i¢in belirlenen interkartil aralik 1,42-4,97 pmol/g tirnak
saptanmistir (Katchunga ve ark., 2015). Bu c¢alismada saglikli popiilasyondan tiim

numune toplama zamanlarinda elde edilmis analiz sonuc¢larindan elde edilen aralik 2,48-
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4,10 umol/g tirnak bulunmustur. Ek olarak tirnak havuzu ile yapilan within-run
tekrarlanabilirlik ¢aligmasindan elde edilen %CV degerleri %13,0 iken (Kishabongo ve
ark., 2014), bu calismada %9,3 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar Kishabongo AS
calisma grubundan farkli olarak analiz Oncesinde yaptigimiz 6n presleme isleminin
metodun presizyonuna katki sagladigini duisiindiirmiistiir. Ancak bu metodu bir
biyokimya oto-analizoriinde aplike ettigimizde ise serum havuzu i¢in within-run ve
between-run tekrarlanabilirlik sonuglarinda anlamli disiisler goézlemlenmistir. Bu
sonuclar dikkate alindiginda metoda interfere edici etkisi olmayan bir tirnak protein
ekstraksiyon metodunun gelistirilmesi ve akabinde bir biyokimya oto-analizériinde
metodun aplike edilmesi halinde ¢ok daha basarili sonuglarin alinabilecegini
distinmekteyiz.

Glikozillenmis tirnak proteinleri i¢in saglikli goniilliiler ile yapilan bu ¢alismada
birey-i¢i ve bireyler-arasi biyolojik varyasyon degeri sirastyla %17,59 ve %29,01 olarak
bulundu. Literatiirde glikozillenmis tirnak proteinlerinin biyolojik varyasyonlarinin
belirlenmesine yonelik bir ¢alisma bulunmamakta olup, bu sonuglar bu alanla ilgili ilk
verilerdir. Daha 6nce yapilan calismalarda diyabetik hastalarda glisemik kontroliin
takibinde kullanilan diger parametrelerden HbAlc i¢cin  %CVi ve %CVe degerleri
sirastyla %1,9 ve %35,7 olarak, fruktozamin i¢in ise bu degerler sirasiyla %3,4 ve % 5,9
olarak saptanmistir (Ricds ve ark., 2004). Glikozillenmis tirnak proteinleri icin
belirlenen biyolojik varyasyon degerleri glisemik kontroliin takibinde kullanilan diger
iki parametreye gore yiiksek olmakla beraber, klinik tan1 ve tedavi takibinde kullanilan
birgok parametreye gore daha kabul edilebilir diizeyde idi. Ornegin alanin
aminotransferaz icin %CV1 ve %CVg degerleri sirasiyla %194 ve %41,6 olarak,
kardiyak troponin T i¢in bu degerler sirasiyla %30,5 ve %90,0 olarak bildirilmistir
(Westgard, 2017). Glikozillenmis tirnak proteinleri i¢in bireyler-arast biyolojik
varyasyon degeri daha yiiksek bulunmustur. Bireyler-arasi farkliliklarda genetik ve
cevresel faktorlerin rol oynadigi diistintildiigiinde ozellikle genetik faktorlerin total
fenotipik varyasyonun yiizde kagindan sorumlu olduguna dair calismalara ihtiyag
vardir.

Bireysellik indeksi degerleri test sonuglarinin yorumlanmasinda popiilasyon
temeli referans araliklarinin kullanimin yararliligi hakkinda bilgi veren bir parametre
olup, indeks degerinin kiiciilmesi ile bireysellesmenin arttig1 yorumu yapilir (Fraser,

2001). Bu calismada glikozillenmis tirnak proteinleri i¢in elde edilen bireysellik indeksi
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degeri 0,606 olarak belirlenmis olup, bu deger referans araliklar1 kullaniminin ileri
derecede fayda saglamamakla beraber zayif-orta derece faydali olabilecegini
gostermistir. Ek olarak glikozillenmis tirnak proteinleri icin elde edilen bu deger
bireyler arasi farkin biiyiik oldugunu, bireyselligin yiiksek oldugunu ve bu nedenle
referans araliklarinin  kullanimina goére bireyin Onceki sonuglarina goére yapilan
degerlendirmelerde degisimlerdeki anlamliligin saptanmasinin klinik olarak daha yararli
olacagim1 gostermektedir. Bireyselligin yiiksek oldugunu go6steren bu sonuglar
glikozillenmis tirnak proteinleri i¢in RCV degerlerinin kullaniminin 6nemini ortaya
koymustur. Bu ¢alismada bir parametre i¢in bireyin seri Olgiimlerinde klinik agidan
anlamli farklilig1 gosteren RCV degeri glikozillenmis tirnak proteinleri ig¢in %95
olasilik ile %55,1 olarak belirlendi. Bunun anlamu ise bir birey i¢in glikozillenmis tirnak
proteinleri i¢in elde edilen deger ile 4-6 ay onceki deger arasindaki fark %55’in altinda
ise %95 olasilik ile elde edilen sonug¢ klinik olarak anlamli degildir. Ancak biyolojik
varyasyon degerlerinin literatiirden dokiimante edilmesine ragmen, analitik varyasyon
analiz yapilan laboratuvarda kullanilan reaktif, ekipman ve personele bagh oldugu icin
her laboratuvarin her bir teste ait RCV degerleri belirleme gerekliligi bulunmaktadir.

Bu calismanin bazi limitasyonlar1 vardir. ilk olarak, bu c¢alisma saglikl
goniilliilerle yapilan biyolojik varyasyon calismasi oldugundan, diyabetik hastalardaki
glikozillenmis tirnak proteinlerinin uzun dénem glisemik kontroliiniin izlenmesindeki
profilini saptayamadik. ikinci olarak, nitro-blue tetrazolyum metodu bir biyokimya oto-
analizoriinde aplike edilmesine ragmen tirnak protein ekstraksiyonu i¢in kullandigimiz
metodun analizler i¢in kullanilan dalga boyunda belirlenen dikkate deger
interferanslardan dolayr numuneler metot presizyonu i¢in daha uygun sonuglarin
alinabilecegi otomatize bir sistemde calistlamamistir. Uglincii olarak, tirnagm derin
katmanlarinda yiizeysel katmanma oranla daha yiiksek glikozillenmenin oldugu
bildirilmis olup (Kishabongo ve ark., 2015), bizim ¢alismamizda tirnagin yiizeysel ve
derin katmanlar1 arasindaki glikozillenmis protein farki i¢in ek bir c¢alisma

yapilmamustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Glikozillenmis tirnak proteinleri i¢in saglikli goniilliiler ile yapilan bu ¢alismada
birey-i¢i ve bireyler-arast biyolojik varyasyon degeri sirasiyla %17,59 ve %29,01
olarak, bireysellik indeksi degeri 0,606 olarak belirlenmistir. Glikozillenmis tirnak
proteinleri i¢in elde edilen bu deger bireyler aras1 farkin biiyiik oldugunu, bireyselligin
yiiksek oldugunu ve bu nedenle referans araliklarinin kullanimina gore bireyin 6nceki
sonuclarina gore yapilan degerlendirmelerde degisimlerdeki anlamliligin saptanmasinin
klinik olarak daha yararli olacagini gostermektedir. Bu durum dikkate alindiginda bir
parametre icin bireyin seri Ol¢timlerinde klinik agidan anlamli farkliligi gosteren
referans degisim degeri glikozillenmis tirnak proteinleri i¢in %95 olasilik ile %55,1
olarak belirlendi.

Bu c¢alisma saglikli goniilliillerle yapilan biyolojik varyasyon caligmasi
oldugundan, diyabetik hastalardaki glikozillenmis tirnak proteinlerinin uzun dénem
glisemik kontroliiniin izlenmesindeki profilininin belirlenmesine yonelik calismalara
ihtiya¢c vardir. Ek olarak metoda interfere edici etkisi olmayan bir tirnak protein
ekstraksiyon metodunun gelistirilmesi ve akabinde bir biyokimya oto-analizériinde
metodun aplike edilmesi halinde metot presizyonu i¢in ¢ok daha basarili sonuglarin

alinabilecegini diistinmekteyiz.
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