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K VITAMINI OLCUM METODUNUN GELISTIRILMESI VE REFERANS
ARALIGININ BELIRLENMESI

OZET

Vitaminler, yagam i¢in gerekli olan fizyolojik fonksiyonlarda 6nemli bir role sahip
besin maddeleridir. Enerji saglamanin yani sira yapisal gorevlerde de islev
gormektedirler ve diger besinlerden farklidirlar. Vitaminler suda ¢6ziinen ve yagda
¢oziinen olmak iizere iki gruba ayrilir. Bu gruba Vitamin A, Vitamin D, Vitamin E ve
Vitamin K dahildir. Vitamin K, 6zellikle bitkiler ve bakteriler tarafindan iiretilen,
lipofilik bir vitamindir ve elektron tasima ile enerji iiretimi gibi temel fonksiyonlarda
kullanilir. insanlar, protrombin iiretimi, glutamik asit rezidiilerinin posttranslasyonel
modifikasyonu, kemik kalsifikasyonu, kalsiyum dengesi ve hiicre dongiisii
diizenlemesi gibi esansiyel metabolik siiregler i¢cin Vitamin K'ya ihtiya¢ duyarlar. K
vitamini ti¢ ana alt tipe ayrilir: K1 (2-Metil-3-fitil-1,4-naftokinon), K> (2-Metil-3-
multiprenil-1,4-naftokinon) ve Kz (2-metil-1,4-naftokinon). K1 vitamini, yesil
yaprakli bitkiler tarafindan sentezlenirken, insanlarda ise kolonda bulunan gram
pozitif bagirsak bakterileri tarafindan tiretilen K> vitamini alt tiirleri olan menakinon
(MK) adli vitamin kullanilir. K vitamini alt tiirleri, izopren birimlerine gore
adlandirtlir ve en yaygin olarak MK6-10 arasinda bulunur. K3 vitamini, menadion
olarak da bilinir ve dogal olarak bulunmaz, suda ¢dziinebilen bir takviye formudur.
Vitamin K seviyesinin belirlenmesi, eksikligine bagli komplikasyonlarin tanisinda
biiyiik 6nem tasir. Bu doktora tez ¢alismasinda, standartlara uygun analitik performans
ozelliklerine sahip Vitamin K ve tiirevlerinin LC-MS/MS 6l¢lim yontemi kullanilarak
Tiirk toplumuna ait Vitamin K referans araliginin belirlenmesi amaglanmaktadir. Aynm
zamanda, kat1 faz ekstraksiyonu olmadan yiiksek geri kazanim saglayan yenilik¢i bir
ekstraksiyon yontemi kullanilarak Vitamin K'nin 6l¢iilmesi de hedeflenmektedir. Bu
sayede, hastalarin serum Vitamin K seviyelerinin belirlenmesi ve Vitamin K
eksikligine bagli komplikasyonlarin tanisina katki saglanmasi amaglanmaktadir.

Metot kalibrasyonu i¢in filokinon ve Vitamin K> (MK-4) kimyasallar1 kullanilarak,
500 ng/mL'den 0.06 ng/mL yogunluga kadar standartlar hazirland1. Biitiin standartlar,
metanol i¢inde ¢oziildii ve her bir kalibrasyon standartina, son yogunlugu 10 ng/mL
olacak sekilde internal standart eklendi. Karisim, vortex ve santrifiij islemlerinden
gecirildi. Ust faz alindi ve konsantratér cihazinda uguruldu. Kalmti, 2-propanol,
asetonitril ve metanol gibi kimyasallar kullanilarak serum numunelerine ait analitlerin
hazirlig1 yapildi. Hazirlanan analitler, LC-HRMS/MS cihazinda analiz edildi. Kiitle
spektrometresinde atmosferik basingli kimyasal iyonizasyon yontemi iyonizasyon
kaynagi olarak kullanildi. Kromatografik ayirma islemi, 40 °C'de C18 - 100 x 2 mm -
3 p boyutlu bir kolon kullanilarak gerceklestirildi. Mobil faz olarak, su iginde %0.1
formik asit ve 3:1 (v/v) metanol/asetonitril karigimi kullanildi.
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Gelistirilen yontemin nihai validasyon c¢aligmalari, O6l¢iim smiri, dogrusallik,
gergeklik, kesinlik ve saglamlik testlerini i¢ermektedir. Hazirlanan standartlar, 6
tekrarli olarak analiz edildi ve kalibrasyon egrisi olusturuldu. Elde edilen veriler,
regresyon analizi ile degerlendirildi. Tiirk toplumuna ait Vitamin K referans araligin
belirlemek igin, igeri alma ve dislama kriterlerini saglayan 64 kadin ve 67 erkek
saglikli kontrol grubu goniilliisiine ait serum numuneleri kullanildi. Bu numuneler,
gelistirilen yontemin nihai numune hazirlama prosediiriine uygun sekilde islendi ve
analiz edildi. Validasyon g¢alismalarinda istatistiksel analizler R programlama dili
kullanilarak gerceklestirildi. Spektrum analizleri ise a¢ik kaynaklit MZmine 3 yazilimi
tizerinde yapildi. Referans aralik hesaplamalar1 ise Python programlama dili
kullanilarak yapildi.

Vitamin K tayini i¢in se¢ilen yontemde, 250 pL serum numunesi i¢ine 50 pL internal
standart (500 ng/mL) ve 250 pL lipaz (1000 IU) enzimi eklenerek 37 °C'de 15 dakika
boyunca inkiibe edilmektedir. Inkiibasyon siiresinin ardindan protein ¢okeltisi
olusmasi i¢in 250 pL metanol eklenir ve 12000 g'de 5 dakika siireyle santrifiij edilir.
Santrifiij sonras1 olusan list faz, HPLC viallerine alinarak enstriimantal analize tabi
tutulur. Vitamin K kalibrasyon standart1 6 kez tekrarlanarak ¢alisilmis ve elde edilen
verilerle korelasyon katsayis1 0.9957 olarak hesaplanmigtir. Vitamin K, MK-4 ve MK-
7 analitleri 10 kez tekrarlanarak calisildiginda, yontemin LoD (tayin sinir1) ve LoQ
(6l¢lim sinir1) degerleri sirasiyla 0.02 ng/mL ve 0.09 ng/mL olarak belirlenmistir.
Ortalama bagil standart sapma ise %2.15 olarak hesaplanmistir. Geri kazanim testleri
sonuclarina gore ise Vitamin K icin %94, MK-4 i¢cin %88 ve MK-7 i¢in %85 geri
kazanim degerleri elde edilmistir. Referans aralik calismalari i¢in, dahil olma ve
dislama kriterlerine uygun olan 64 kadin ve 67 erkek saglikli kontrol grubu referans
kitle olarak se¢ilmistir. Sonug¢ olarak referans araligi, 0.1-1.2 ng/mL olarak
hesaplanmustir.

Bu yontem, en fazla 30 dakika i¢cinde sonug verebilme 6zelligiyle birlikte 6n hazirlik
stiresi ve ekstraksiyon agamasinda kati1 faz ekstraksiyon filtrelerine ihtiya¢ duymadan
diger literatiirdeki yontemlerden pozitif sekilde ayrilmaktadir. Arastirma amaciyla
laboratuvarlarda yontem dogrulama ¢aligmalar1 yapildiktan sonra kullanilmaya uygun
hale gelir. Yontemin karsilastirma ve gecerli kilma ¢alismalar1 yapildiktan sonra rutin
kullanima gegilebilir. Vitamin K, MK-4 ve MK-7'nin referans araligini belirlemek i¢in
Python programlama dilinde kod yazilmistir. Bu kod, klinik laboratuvarlarda
laboratuvar i¢i referans araliklarini belirlemek amaciyla biitiin parametreler igin
laboratuvar bilgi sistemlerine entegre edilebilir. Enzim destekli ekstraksiyon, diger
yagda ¢Ozilinen vitaminlerin miktar tayinini yapmak i¢in gelistirilecek yontemlerde de
kullanilabilir. Bu alanda yeni aragtirma ¢alismalar1 yapilabilir.

Anahtar Kelimeler: K Vitamini, filokinon, menakinon, tayin yontemi, kiitle
spektrometrisi
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DEVELOPMENT OF A METHOD FOR MEASURING VITAMIN K AND
DETERMINATION OF REFERENCE RANGE

SUMMARY

Vitamins are necessary for essential physiological functions in living organisms.
Unlike other nutrients, they provide functional roles rather than energy supply.
Depending on their type and location, vitamins can perform various tasks. Vitamins
are classified into two groups: water-soluble and fat-soluble vitamins. Fat-soluble
vitamins are molecules that can be synthesized by plants and animals. This group
includes Vitamin A, Vitamin D, Vitamin E, and Vitamin K. Vitamin K is a lipophilic
vitamin primarily produced by plants and bacteria, used for electron transport and
energy production. Humans require Vitamin K for essential metabolic events such as
prothrombin production, posttranslational modification of glutamic acid residues,
bone calcification, calcium homeostasis, and cell cycle regulation.

Vitamin K is a molecule used for electron transport and energy production. While it is
synthesized by plants and bacteria, humans require Vitamin K for important metabolic
events such as prothrombin synthesis, bone mineralization, and calcium regulation.
There are three main subtypes of Vitamin K: Kj (2-Methyl-3-phytyl-1,4-
naphthoquinone), Kz (2-Methyl-3-multiprenyl-1,4-naphthoquinone), and Ks (2-
methyl-1,4-naphthoquinone). Kz vitamin is synthesized by green leafy plants. In
humans, subtypes of Vitamin K known as menaquinones (MK), specifically Ko, are
produced by gram-positive intestinal bacteria located in the colon. The subtypes of K>
vitamin are named based on their isoprene units and are most commonly found
between MK6-10. Kz vitamin, also known as menadione, is not naturally occurring
and exists as a water-soluble supplement form.

Vitamin K plays a crucial role in essential metabolic processes such as post-
transcriptional modification of glutamic acid residues, bone mineralization, calcium
homeostasis, and cell cycle regulation in the human body. Therefore, determining the
level of vitamin K is of great importance in diagnosing complications related to its
deficiency. In this doctoral thesis, the aim is to develop an LC-MS/MS measurement
method with analytical performance characteristics compliant with standards for
vitamin K and its derivatives, using an innovative extraction method that provides high
recovery without solid-phase extraction. Additionally, the goal is to determine the
reference range of vitamin K specific to the Turkish population. This will contribute
to the determination of serum vitamin K levels in patients and the diagnosis of
complications related to vitamin K deficiency.

During the preparation of standards, Vitamin K-d- (5,6,7,8-d4, 2-methyl-ds) was used
as the internal standard. All standards were dissolved in methanol. The internal
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standard solution was prepared at a concentration of 500 ng/mL. For method
calibration, standards were prepared with phylloquinone and Vitamin Kz (MK-4)
chemicals at concentrations ranging from 500 ng/mL to 0.06 ng/mL. Each calibration
standard was supplemented with the internal standard to a final concentration of 10
ng/mL. During the preparation of serum samples, the internal standard prepared with
Vitamin K-d7 (5,6,7,8-d4, 2-methyl-ds) was added first. Ethanol, methanol,
acetonitrile, chloroform, n-hexane, lipase, and ammonium sulfate solutions were used
to precipitate proteins in the serum. Incubation was performed in a hot water bath (37
°C) and a deep freezer (-20 °C) for 15-30 minutes, followed by vortexing and
centrifugation. The upper phase was collected and evaporated using a concentrator
device. The residue was dissolved in 2-propanol, acetonitrile, and methanol chemicals
to prepare analytes for serum samples. The prepared analytes were analyzed using
liquid chromatography-high resolution mass spectrometry. Atmospheric pressure
chemical ionization (APCI) was used as the ionization source in the mass
spectrometer. Chromatographic separation was performed using a C18 - 100 x 2 mm
- 3 n column at 40 °C. The mobile phase consisted of 0.1% formic acid in water and a
mixture of methanol/acetoneitrile (3:1, v/v).

The developed final method underwent validation studies including tests for limit of
detection, linearity, accuracy, precision, and robustness. In the limit of detection tests,
analytes of Vitamin K, MK-4, and MK-7 with a concentration of 0.5 ng/mL were
analyzed in 10 replicates. The obtained results were multiplied by three times the
standard error to determine the detection limit. The standard error was multiplied by
ten to establish the quantification limit. For the linearity tests, calibration standards
were prepared at 10 different concentrations. The prepared standards were analyzed in
six replicates, and a calibration curve was plotted. The results were analyzed through
regression analysis. In the accuracy, precision, and robustness tests, Vitamin K
analytes at concentrations of 5, 10, and 20 ng/mL were prepared. The analytes were
prepared by two different analysts on two separate days and analyzed in 10 replicates.
The analysis results were used to calculate intra-day and inter-day average and relative
standard deviation. In the recovery tests, a serum pool sample was prepared and
divided into two portions. One of the portions was spiked with a 1 ng/mL Vitamin K
solution. The analytes were analyzed in 10 replicates. The obtained results were used
to calculate percent recovery and bias.

Serum samples from a total of 64 healthy female and 67 healthy male control group
volunteers who met the inclusion and exclusion criteria were collected to determine
the reference range for Vitamin K in the Turkish population. The collected samples
were prepared and analyzed according to the final sample preparation procedure of the
developed method. Statistical analyses performed during the validation studies were
carried out using the R programming language in the RStudio software, utilizing the
dplyr, tidyr, and ggplot2 packages. Spectrum analyses were conducted using the open-
source software MZmine 3. Reference range calculations were performed using the
Python programming language on the Google Colab platform, employing the pandas,
numpy, matplotlib, and seaborn libraries. In the selected method for Vitamin K
determination, 250 pL of serum sample is mixed with 50 pL of IS (500 ng/mL) and
250 pL of Lipase (1000 IU), followed by incubation at 37°C for 15 minutes. After
incubation, to precipitate proteins, 250 pL of methanol is added and the mixture is
centrifuged at 12000 g for 5 minutes. The resulting supernatant is transferred to HPLC
vials for instrumental analysis.
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The calibration standard for Vitamin Ky was performed with 6 replicates, resulting in
a correlation coefficient of 0.9957. During the intra-day analysis, it was determined
that the analytes stored at room temperature and 2-8°C did not pose any issues.
However, due to the light sensitivity of Vitamin K and its derivatives, storage
conditions should be kept dark. Vitamin K, MK-4, and MK-7 analytes were analyzed
with 10 replicates, and the standard error of the results was calculated as 0.009. Based
on this, the method's limit of detection (LoD) and limit of quantification (LoQ) were
calculated as 0.02 ng/mL and 0.09 ng/mL, respectively. The average relative standard
deviation was determined as 2.15%. In the recovery tests, the levels of Vitamin K,
MK-4, and MK-7 in the prepared serum pool sample were found to be 1.72 ng/mL,
0.84 ng/mL, and 0.53 ng/mL, respectively. An additional 1 ng/mL of Vitamin K was
added to the sample, and after analyzing with 10 replicates, the average percent
recovery values for Vitamin K, MK-4, and MK-7 were calculated as 94%, 88%, and
85%, respectively. For the determination of the reference range, a reference population
consisting of 64 healthy female and 67 healthy male control group volunteers who met
the inclusion and exclusion criteria was included. As a result, the reference range was
calculated as 0.1-1.2 ng/mL.

The method can provide results within a maximum of 30 minutes, including the pre-
processing steps. Its distinguishing features from other methods in the literature
include the absence of solid-phase extraction filters during the pre-processing step and
the ability to deliver rapid results. After conducting method validation studies in
research laboratories, it can be used for its intended purpose. Once method comparison
and method validation studies are completed, it can be implemented for routine use.
Python programming language was used to write the code for determining the
reference range of Vitamin K, MK-4, and MK-7. To establish laboratory-specific
reference ranges, which are recommended in clinical laboratories, this code can be
integrated into laboratory information systems for all parameters. Enzyme-assisted
extraction can also be utilized in the development of methods for quantifying other fat-
soluble vitamins. Further research studies can be conducted in this field.

Keywords: vitamin k, phylloquinone, menaquinones, assay, mass spectrometry
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1. GIRIS

Vitaminler yasam icin esansiyel fizyolojik fonksiyonlarda gerekli olan besinler
arasinda yer almaktadir. Vitaminleri suda ¢oziinen yani bir veya daha fazla polar grubu
bulunan (karboksil, keto, hidroksil, amino veya fosfat) ve yagda ¢oziinen (lipofilik,

apolar) seklinde 2 gruba ayirabiliriz.

Vitamin K, temel olarak bitkiler ve bakteriler tarafindan iiretilen, elektron tagima ve
enerji iiretimi igin kullanilan lipofilik bir vitamindir. Insanlar, protrombin iiretimi,
glutamik asit rezidiilerinin posttranslasyonel modifikasyonu, kemik kalsifikasyonu,
kalsiyum homeostazi ve hiicre siklusu regiilasyonu gibi esansiyel metabolik olaylar
icin Vitamin K ihtiyact duymaktadir. Dogada, vitamin K'nin iki tipi bulunur: Vitamin
K1 (filokinon, PK, VK3) ve vitamin K> (menakinon, VK2, MK-n, burada n izopren

linitesi sayisini verir) [1].

Filokinon olarak da bilinen K vitamini, yesil yaprakli bitkilerde sentezlenir. K
vitamini, Menakinon (MK) olarak da bilinir ve 13 alt tiirevi kesfedilmistir. Insanlarda,
K2 vitamini kolonda yerlesmis olan gram pozitif bagirsak bakterileri tarafindan enterik
mikrobiyal sentezle tiretilmektedir. Kz vitamini alt tiirevleri, isoprene birimlerindeki
yan zincirlere gore adlandirilmaktadir. MK6-10 aras1 formlar en sik goriilenlerdir. K3
vitamini, dogal olarak bulunmayan, suda ¢oziinebilen ve takviye amagh iiretilen

sentetik bir formdur [2, 3].

Vitamin K, insanlarin viicutlarinda bulunan bazi proteinlerdeki glutamik asit
kalintilarinin  post-translasyonel modifikasyonuyla y-karboksiglutamik aside (Gla)

doniistiiriillmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir [4].

Bu dongii, karaciger hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda gama-hidrojen yerine
karboksil grubunun glutamat rezidiisiine eklenmesiyle gerceklesmektedir. Bu
reaksiyon, gama-glutamil karboksilaz enzimi tarafindan katalizlenir. Vitamin K,
NADH veya NADPH varliginda aktif formuna (hidrokinon) indirgenmektedir [5-7].

Hidrokinon epoksit, vitamin K'ya oksitlenir. Bu ikinci reaksiyon, Vitamin K bagimli

proteinleri aktive eden karboksilasyon reaksiyonuna baglidir. Sonugta, epoksit vitamin



K, epoksit rediiktaz araciligiyla K vitamine donisiir. Epoksit rediiktaz, ditiyol

bagimlidir ve antikoagiilanlar tarafindan inhibe edilebilir [8].

Bu dongli sirasinda, ilk olarak bulunan gama-karboksi glutamatlanmis protein
protrombindir. Ayrica, ¢esitli pihtilasma faktorlerinin (faktor 7, 9, 10, protein C, S, Z,
M), inaktif durumdan aktif duruma getirilmesi i¢in bu modifikasyon gereklidir [9-11].

Vitamin K eksikligi, pankreas islev bozuklugu, safra hastaligi, bagirsak mukozasinin
atrofisi veya yag salgisindaki artis nedeniyle olusabilir. Bunun yani sira,
antibiyotiklerle kalin bagirsagin steril hale getirilmesi, besinle alimin kisitli olmas1 da
Vitamin K eksikligine yol agabilir. Asirt E vitamini alimi, K vitaminine karsi

antagonistik etki gosterebilir [3].

Yenidogan bebeklerin Vitamin K eksikligi riski, plasentanin vitamini fetiise etkin
sekilde aktaramamasi ve bagirsagin dogumdan hemen sonra steril olmasi nedeniyle
yiikksektir. Yenidogan ve siit cocuklugu doneminde, karacigerdeki gama
karboksilasyonla aktive edilen pihtilasma faktorleri (I1, VII, IX ve X) i¢in Vitamin K
eksikligi, yenidoganin hemorajik hastaligina neden olur [11, 12].

Vitamin K eksikliginden en ¢ok etkilenen protein, protrombindir (Faktor II).
Protrombin seviyesi, %10-15 oraninda diiserse, kiigiik travmalarla bile kanama
meydana gelebilir. Protrombin seviyesi %10'un altina diistiigiinde, ciddi spontan

kanamalar belirgin bir neden olmaksizin meydana gelebilir [2].

Vitamin K eksikligine bagl kafa i¢i kanama, genellikle herhangi bir uyarici belirti
olmadan aniden gelisebilir. Hastalar, su belirtilerle basvurabilir: solukluk, kasilma
nobetleri, zithin bulaniklig1, kusma veya azalmis emme, ishal, bebegin 6n fontanelinde
siskinlik ve atim hissi gibi semptomlar. Vitamin K eksikligi durumunda protrombin

zamani (PT) ve aktive parsiyel tromboplastin zamani (aPTT) uzar [2].

Ayrica, endojen koagiilasyon inhibitorlerinin meydana geldigi hastaliklarda, yag
emilimini engelleyen zayiflama ilaglarinin kullaniminda, yaniklarda, radyoterapi, X-
RAY ve hemodiyaliz kullaniminda Vitamin K eksikligi meydana gelebilir [12, 13].
Vitamin K seviyesinin belirlenmesi, eksikligine bagli komplikasyonlarin tanisinda

biiylik 6nem arz etmektedir.



1.1 Tezin Amaci

Bu doktora tez caligmasinda kati faz ekstraksiyon kullanilmaksizin yiiksek geri
kazanim saglayan yenilik¢i bir ekstraksiyon araciligiyla standartlara uygun analitik
performans Ozelliklerine haiz Vitamin K ve tiirevlerinin LC-MS/MS 6l¢tim
yonteminin gelistirilmesi ve Tiirk toplumuna ait Vitamin K referans araliginin

belirlenmesi amaglanmustir.

1.2 Literatiir Arastirmasi

Serum matriksi icerisinde 0.05-2.2 ng/mL seviyelerindeki diisiik miktarlarda bulunan,
lipoproteinler ile tasinan apolar bir metabolitin Ol¢iimiinic IFCC/CLSI
standartlarindaki basar1 kriterlerine uygun sekilde yapabilmek i¢cin Vitamin K ve
tirevlerinin yiiksek geri kazanimli ekstraksiyonunun basarimi biiylik Oonem arz
etmektedir [14]. LC-MS/MS yo6ntemi ile dl¢iimii yapilan metotlarda 6l¢iim basarisi
acisindan ekstraksiyon yontemi on plana ¢ikmaktadir. Mevcut literatiirde kat1 faz
ekstraksiyonu ile Ol¢iim gergeklestirilen metotlar bulunmaktadir [15-18]. Ancak,
LoD/LoQ degerleri standartlara gore kabul edilebilir seviyede degildir.

Suhara ve arkadaslari, LC-APCI-MS/MS cihaz ile Vitamin K, MK-4 ve MK-7 miktar
tayini yapan bir metot gelistirmeyi amaglamistir. Gelistirilen metodun ekstraksiyon
basamaginda 13 mL n-Hekzan ve kat1 faz ekstraksiyon filtreleri kullanilmistir. Analiz
stiresi 80 dakika ve yikama ile birlikte toplamda 120 dakika siiren metodun Vitamin
K, MK-4 ve MK-7 geri kazanim oranlarinin sirastyla %98, %102 ve %102 oldugunu
belirtmislerdir. Vitamin K, MK-4 ve MK-7 LoQ degerlerinin sirastyla 0.04 ng/mL,
0.05 ng/mL ve 0.08 ng/mL oldugunu belirtmislerdir [16].

Hirauchi ve arkadaslari, HPLC-Florometri cihazi ile Vitamin K ve MK-4 miktar tayini
yapan bir metot gelistirmistir. Metodun ekstraksiyon basamaginda 6 mL n-Hekzan ve
yontem maliyetini arttiran kat1 faz ekstraksiyon filtreleri kullanilmistir. Analiz siiresi
30 dakika stiren metodun Vitamin K ve MK-4 LoQ degerlerinin 0.03 ng/mL oldugunu
bildirmislerdir [19].

IFCC dokiimanlarmdaki tavsiyelere gore her toplum ve her laboratuvar igin ayri

referans aralik hesaplamalariin yapilmasi gerekmektedir [20]. Farkli popiilasyonlara



ait Vitamin K referans aralik belirleme g¢aligmalarinda birbirine paralel olmayan

sonuglar elde edilmistir [21-24]. Bu sonuglar da IFCC tavsiyelerini desteklemektedir.

1.3 Hipotez

Vitamin K, insan viicudunda glutamik asit rezidiilerinin posttranskripsiyonel
modifikasyonu, kemik kalsifikasyonu, kalsiyum homeostazt ve hiicre siklusu
regililasyonu gibi esansiyel metabolik olaylarda gérev alir. Bu nedenle, Vitamin K
seviyesinin belirlenmesi, eksikligine bagli komplikasyonlarin tanisinda biiylik 6nem
tasimaktadir. Bu tez calismasinda aym1 zamanda, Vitamin K referans araliginin
indirekt 6rnekleme yontemi kullanilarak belirlenmesi de amaglanmaktadir. Bu sayede,
hastalarin serum Vitamin K seviyelerinin belirlenmesine ve Vitamin K eksikligine

bagli komplikasyonlarin tanisina katki saglanacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Vitamin K

Vitaminler yasam igin esansiyel fizyolojik fonksiyonlarda gerekli olan besinler
arasinda yer almaktadir. Diger besinlerden farkli olarak enerji saglamak yerine yapisal
gorevlerde islev saglarlar. Vitaminler tiiriine ve bulundugu lokasyona gore kofaktor,
antioksidan, oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlari ve hormonal 6zellikler gibi
gorevlerde bulunabilirler [25]. Casimir Funk, biitiin bu hayati yardimeci gorevleri
tanimlamak amaciyla bu molekiillere vital-amin kokiinden gelen hayati aminler

terimini kullanmay1 segmistir [26, 27].

Vitaminleri suda ¢oziinen yani bir veya daha fazla polar grubu bulunan (karboksil,
keto, hidroksil, amino veya fosfat) ve yagda ¢oziinen (lipofilik, apolar) seklinde 2
gruba ayirabiliriz. Yagda ¢6ziinen vitaminler asetil-KoA’dan tiiretilen bes karbonlu
isoprenoid birimlerinden olustugu igin bitki ve hayvanlar biyosentez yapabilme
kapasitesine sahiptir. Vitamin A (retinol, retinal, retinoik asit), Vitamin D
(kolekalsiferol, ergokalsiferol), Vitamin E (a-tokoferol, y-tokoferol) ve Vitamin K

(filokinon, menakinonlar, menadion) yagda ¢6ziinen vitaminlerdir [1].

1929 yilinda kesfedilen Vitamin K, Henrik Dam tarafindan bulunmus ve 1939 yilinda
kimyasal yapis1 tanimlanmistir. Ayn y1l sentez mekanizmasi da anlasilmistir. Henrik
Dam ve Edward Doisy, 1943 yilinda gergeklestirdikleri caligsmalar sayesinde Nobel
Odiilii kazanmislardir [28-31].

Bu vitamin, yagsiz diyetlerle beslenen tavuklarda asir1 kanama bozukluklarina neden
olan bir madde olarak kesfedilmis ve koagiilasyon vitamini olarak adlandirilmistir.
Kimyasal yapist 1939 yilinda tanimlanmis, islevi ise y-karboksil glutamik asidin
kesfiyle 1974 yilinda agikliga kavusturulmustur [32-34]. Vitamin K tarihi Tablo 2.1°de

Ozetlenmistir.

Vitamin K, elektron taginimi ve enerji tiretimi i¢in kullanilan bir molekiil olup, bitkiler

ve bakteriler tarafindan iiretilmektedir. Insanlar ise, protrombin sentezi, kemik



mineralizasyonu ve kalsiyum regiilasyonu gibi nemli metabolik olaylarda Vitamin K

kullanimina ihtiyag duymaktadirlar [35-37].

Tablo 2.1 Bilim tarihinde Vitamin K ve tiirevleri ile ilgili yasanmis 6nemli

gelismeler.

Tarih Olay

1929 Yagsiz diyetle beslepeq .tavuklardaki asirt kanama bozukluklarinin
arastirilmasiyla kesfedilmistir.

1935 Protrombin ile iliskisi tespit edilmistir.

1938  Menakinon (K2) kesfedilmistir.

1939 Kimyasal yapisi tanimlanmistir.

1941  Antikoagiilanlar tiretilmistir.

1943 Henrik Dam ve Edward A. Doisy kesifleri ile Nobel 6diilii almigtir.

1950 Menakinon (MK-n) tiirevleri kesfedilmistir.

1960 MK-4’iin ilag olarak kullanimi Japonya’da onaylanmustir.

1974 v-karboksil glutamik asidin kesfedilmesiyle metabolizmadaki islevleri
ortaya ¢ikmaya baglamistir.

2015 Kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini diistirdiigii bildirilmistir.

2.1.1 Kimyasal yapisi

K vitamininin {i¢ ana alt tiirii vardir: K1 (2-Metil-3-fitil-1,4-naftokinon), K> (2-Metil-
3-multiprenil-1,4-naftokinon) ve Kz (2-metil-1,4-naftokinon) (Sekil 2.1).



Menadion (VK-3)

Filokinon (VK-1)

Menakinon (VK-2, MK-n)

Sekil 2.1 Vitamin K tiirevlerinin kimyasal yapisi.

2.1.2 Metabolizmasi
K1 vitamini, filokinon olarak da bilinen yesil yaprakli bitkiler tarafindan sentezlenir.
Insanlarda ise, K, vitamini olarak da bilinen ve kesfedilmis 13 alt tiirii bulunan
menakinon (MK), enterik mikrobiyal sentez yoluyla kolonda bulunan gram pozitif
bagirsak bakterileri tarafindan tiretilir (Tablo 2.2). Kz vitamini alt tiirleri, yan zincirde
bulunan izopren birimlerine gore adlandirilir ve en yaygin olarak MK6-10 arasinda
gortliir. K3 vitamini, menadion olarak da bilinir, dogal olarak bulunmayan, suda

¢Oziinebilen ve takviye amagli liretilen bir formdur.



Tablo 2.2 Menakinonlarin tiretiminde gorev alan enterik bakteriler ve iiretim

kapasitelerinin (+) toplam iiretime orani [38]

Organizma MK-6 MK-7 MK-8 MK-9 MK-10 MK-11 MK-12
Bacteroides fragilis + + + ++ ++ ++
Bacteroides vulgatus + + + ++ ++ ++
Eubacterium lentum  ++
Enterobacter sp. ++
Enterococcus sp. + + + ++
Lactococcus lactis + ++ ++
Leuconostoc lactis + ++ ++
Veillonella sp. + ++

K vitaminlerinin biyo-yararlanimi, yan zincirlerinin dogasina ve tiiketilen besinlere,
ozellikle yaglara bagli oldugu diistiniilmektedir [39]. K vitaminleri i¢in spesifik bir
tagiyict heniiz tanimlanmamistir. Bagirsakta misellerin olusumu ile lenfatik dolasima
verilen K vitaminleri, lenf kanallar1 araciligiyla karacigere taginir. Vitamin K, apo E

etkilesimi ile karaciger hiicrelerine alinir.

Ki ve MK-4 kisa bir yarilanma Omriine sahipken, daha uzun yan zincirli K
vitaminlerinin yarilanma Omrii daha yiiksektir. Trigliserit acgisindan zengin
fraksiyondan HDL'ye gectigi gozlemlenen MK-4 ve MK-9'un izlendigi bir ¢alismada,
her ikisinin de HDL'ye gegtigi, ancak MK-9'un 6nce LDL'ye gectigi bulunmustur [37].

Vitamin K bagimli pihtilagsma proteinlerinin sentezlendigi karaciger, K vitamininin
ana depolama yeridir. Hem filokinonlar hem de menakinonlar hizla karacigere
tasinirken, diger dokulara dagilan menadion daha yavas bir sekilde alinir.
Karacigerdeki Vitamin K depolarinin ¢ogu filokinon, MK-7, MK-10 ve MK-11'den
olusur. Beyin ve bobrekte MK-4 seviyesi filokinondan daha yiiksektir [40].

Vitamin K, endoplazmik retikulum ve mitokondride lokalizedir. K vitamininin
plasentadan gegisi zayiftir, bu nedenle normal plazma Vitamin K seviyesine sahip
annelerin kordon kaninda genellikle dl¢iilemeyecek kadar diisiik seviyelerde bulunur.
Bu nedenle, yenidoganlarda hemorajik hastalik goriilme riski yiiksektir [41]. MK-4,
diger dokulardaki varligi bakteriyel bir iriin olmadigi igin, filokinonun fitil yan
zincirinin geranilgeranil yan zincire doniisiimii ile agiklanir (Sekil 2.2). Dokular, tek

diyet formu MK-4 olsa bile, daha uzun yan zincirli menakinonlari da igerebilir [42].



.E_fﬂr.-%.w.-}"” M.Jx/‘-[_.-wh}llq By I." o -.-i.'-h,:

Phyiyl van zincir Geranilgeranil difosfat
O () OH o
A i e - ": A
(sz((-./’%rﬁf-’“\]ff"H ""‘-:[:.-"l - (\L/j/ (Ll,\"\rf{"fh"r} H
Filokinon Menadion Menadiol Menakinon 4 (ME-4)

Sekil 2.2 Filokinonun geranilgeranil yan zinciri ile MK-4’¢ doniistimii.

Vitamin K'nin en onemli etkisi kan pihtilagsmasi ile ilgilidir. Vitamin K eksikligi
durumunda, kan pihtilasmasi gecikir ve protrombin diizeyleri diiser. Bu durum,
Vitamin K tarafindan protrombinin iiretimindeki kritik roliinden kaynaklanir. Bununla
birlikte, bitkiler, mikroorganizmalar ve hayvanlar tarafindan yaygin sekilde
sentezlenen K vitamininin, kan pihtilagsmasi disinda baska fonksiyonlar1 da olabilecegi

diistiniilmektedir.

Ozellikle, K vitamininin oksidatif fosforilasyonda gorev aldig1 bilinmektedir. Bazi
arastirmalar, K vitamininin hayvansal dokularda elektron tasima zincirinde 6zel bir
koenzim olarak islev gorebilecegini diisiindiirmektedir. K vitamininin bir kinon
oldugu ve reversibl olarak kinole indirgenebildigi i¢in elektron tasima yetenegi de
olabilir. Dicoumarol, Vitamin K ile antagonist etki gosteren bir maddedir ve heparin

gibi diger antikoagiilanlarla birlikte damar i¢i trombozlar1 6nlemede kullanilir [43].

Vitamin K, besinlerde yaygin olarak bulunmakta ve ince bagirsaklarda
mikroorganizmalar tarafindan K vitamini sentez edilebilmektedir, bu nedenle
Vitamin K eksikligi nadiren goriilmektedir. Ancak, yeni dogan bebeklerde heniiz
bagirsak mikroorganizmalar1 gelismedigi ve anne siitii yetersiz miktarda Vitamin K
icerdigi i¢in kanama riski olusabilir. Ayrica, uzun siireli antibiyotik kullanimi gibi
bagirsak florasinin tahrip edildigi durumlarda da Vitamin K eksikligi meydana
gelebilir. Diger yagda ¢oziinen vitaminlerde oldugu gibi, yag absorbsiyonunun

yetersiz oldugu durumlarda da Vitamin K eksikligi goriilebilir.

K vitamininin suda ¢oziinen formu olan K3 vitamini takviye olarak kullanilarak bu
sorunlarin 6niine gecilebilir. Suda ¢oziinebilen sentetik form menadion, safra tuzu
eksikliginde bile emilerek dogrudan hepatik portal vene geger. Bu nedenle, Vitamin K

yetersizligi riski olan kisiler i¢in K3 vitamini takviyesi 6nerilebilir. [1, 43].



2.1.3 Vitamin K bagimh proteinlerin gama karboksilasyonu
Vitamin K, insanlarin viicutlarinda bulunan bazi proteinlerdeki glutamik asit
kalintilarinin post-translasyonel modifikasyonuyla y-karboksiglutamik aside (Gla)
doniistiiriilmesinde onemli bir rol oynar [4]. Bu reaksiyon, normal trombotik yolu
baslatan ilk adimdir ve modifiye edilen kalintilar genellikle spesifik protein bolgeleri
olan Gla alanlarina yerlestirilir. Kalsiyumun baglanmasinda énemli bir rol oynayan
Gla kalintilar, bilinen biitiin Gla proteinlerinin biyolojik aktivitesi i¢in gereklidir [7,

44].

Proteinlerin Gla alanlarina sahip olmasi, ii¢ fizyolojik siire¢ olan pihtilagma
faktorlerinin, kemik metabolizmas1 ve arteryel damar duvari kalsifikasyonunun
diizenlenmesinde kilit bir rol oynar [45]. Vitamin K bagimli proteinler, kemik ve diger
dokulardaki kalsiyum dengesi i¢in dnemlidir. Vitamin K bagimli proteinler, kalsiyum
kanallar1 yoluyla yiizey fosfolipitlerine baglanarak pihtilagsma faktorlerinin aktif
formlarinin sentezlenmesini saglar [46]. Bu reaksiyon, Vitamin K epoksit dongiisii

araciligryla mikrozomal enzimler tarafindan gergeklestirilir (Sekil 2.3) [47].

ca’’
Cco0~ ooc'. iy ’
| N v
CH2 CH
Glutamik asit | | Gamakarboksi-
CH2 C:-b glutamik asit

~ T
ﬁ Gama glutamil karboksilaz ﬂ

CO, O, R-CH-COO

Karboksile olmamis
inaktif protein

Karboksile olmus
aktif protein
-2 elektron

Vitamin K hidrokinon (rediikte) Vitamin K epoksit (okside)

+2 elektron

Vitamin K epoksit-rediiktaz

NAD+ Kinon rediiktaz NADH + H+

Vitamin K antagonistleri (warfarin)

Sekil 2.3 Vitamin K redoks dongiisii [48].
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Vitamin K, ¢esitli fonksiyonel gama-karboksile proteinlerin olusumu i¢in, peptidil
glutamil kalintilarinin karboksilasyonuna bagli olarak dongiisel olarak oksidasyon ve

indirgenme gecirir. Bu redoks dongiisii i adimda gergeklesir.

Vitamin K gama-glutamil karboksilaz, Vitamin K 2 3-epoksite Kkatalizlerken
dihidroksi-Vitamin K'nin (filokinon, MK-4 ve daha uzun yan zincirli menakinonlar
dahil) oksidasyonunu gergeklestirir. Bu enzim, endoplazmik retikulum ve golgide

bulunan 94 kDa'lik bir proteindir.

Normal karacigerdeki toplam vitamin K'nin yaklasik %10'unu olusturan Vitamin K-
2,3-epoksit, insan, sigir ve sigan Vitamin K gama-glutamil karboksilaz ¢alismalart her
birinde molekiil basina {i¢ gama-karboksiglutamil kalintis1 (Gla) olan yiiksek dizi
homolojisi gosterir [6]. Polimorfizmler, varfarin antikoagiilasyonuna duyarl bireyler
arasindaki osteokalsinin gama-karboksilasyonundaki farkliliklarla iliskilendirilmistir

[49, 50].

Vitamin K epoksit rediiktaz, vitamin K-2,3-epoksitlerinin kinonlara indirgenmesini
katalizler. Bu, Vitamin K dongiisiindeki hiz sinirlayict basamaktir. Kumarinler
tarafindan inhibe edilen 18 kDa’lik mikrozomal bir enzim olan Vitamin K epoksit
rediiktaz, Vitamin K kinon rediiktaz olarak da bilinir. Bu enzimdeki genetik
varyasyonlar, Vitamin K ve karboksillenmemis osteokalsinin dolagim seviyelerindeki
farkliliklar1 varfarin tedavisine yanitin takibinde kullanilmaktadir [51]. Ayrica, kalp
damar hastaliklariyla da iliskilendirilmektedir [52, 53].

Vitamin K kinonunun indirgenmesi, antikoagiilanlarin inhibe ettigi, ditiyol bagiml
mikrozomal bir enzim olan vitamin K kinon rediiktaz tarafindan gerceklestirilir. DT
diaforaz, NADPH'1 indirgeme esdegeri kaynagi olarak kullanan bir mikrozomal
flavoproteindir [32, 48].

Bu enzim, menadion sitotoksisitesine kars1 koruyarak, reaktif oksijen tiirleri tiretebilen
yar1 kinonu iireten sitokrom P450-katalizli tek elektronlu indirgemelerle rekabet eder.
Enzim ayrica Vitamin K ve menakinonlarin indirgenmesini de katalizler, ancak en
yiiksek afinitesi menadion i¢in gegerlidir. Kumarinlere gore nispeten duyarsizdir,
bdylece antikoagiilanlar ile tedavi edilen bireylerde vitamin K kinonunun indirgenmesi
devam eder [4, 32, 54].

Ozetle bu dongii, karaciger hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda gama-hidrojen

yerine karboksil grubunun glutamat rezidiisiine eklenmesiyle gerceklesmektedir.
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Gamma-glutamil karboksilaz enzimi tarafindan katalizlenen bir tepkime ile bu durum
gerceklesir. Vitamin K, NADH veya NADPH'nin varliginda aktif formuna

(hidrokinon) indirgenir.

Hidrokinon epoksit, vitamin K'ya oksitlenir. Bu ikinci tepkime, K vitamini bagiml
proteinlerin aktive edilmesiyle iligkilidir. Sonug olarak, epoksit vitamin K'ya doniisiir
ve bu doniisiim epoksit rediiktaz enzimi araciligiyla gergeklesir. Epoksit rediiktaz,

ditiyol bagimli bir enzimdir ve antikoagiilanlar tarafindan inhibe edilebilir [8].

Bu siirecte, baslangicta gamma-karboksi glutamat ile modifiye edilmis protein
protrombin olarak bilinir. Ayn1 zamanda, ¢esitli pthtilasma faktorlerinin (faktor 7, 9,
10, protein Z, S, C, M) aktif hale getirilmesi i¢in bu degisiklik gereklidir [9-11].
Vitamin K araciligiyla gama-karboksi glutamatlanarak aktiflesen proteinler Tablo

2.3’te gosterilmistir.

Tablo 2.3 Vitamin K araciligiyla aktiflesen proteinler, gorevleri ve spesifik olarak
bulunduklar lokasyonlar [54, 55].

Protein Fonksiyonu Lokasyonu
Protrombin (Faktor 1), Prokoagiilan Karaciger
Faktor VII, IX, ve X Prokoagiilan Karaciger
Protein C Antikoagiilan Karaciger
Protein S Protein C kofaktorii Karaciger
Protein Z Antikoagiilan Karaciger
Osteoklastlar igin matriks
Osteokalsin sinyali ve kemik Kemik

Matriks Gla protein

mineralizasyonu

Kalsifikasyon inhibitorii

Kalsiyum okzalat

Kemik, kikirdak ve diger
yumusak dokular

Nefrokalsin taglarmin olusumunun Proksimal tiibiiller

engellenmesi

Hiicre biliyiimesinin Spesifik bolgesi
Gas 6 -«

regiilasyonu bulunmuyor
Prolinden zengin Gla Kalsifikasyonun Spesifik bolgesi
proteini diizenlenmesi bulunmuyor
Periostin Hiicre dis1 matriks Kemik

mineralizasyonu
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2.1.4 Klinik 6nemi

K vitamininin eksikligi, pankreas islev bozuklugu, safra hastaligi, bagirsak
mukozasinin atrofisi veya yag salgisindaki artig gibi faktorler nedeniyle yaglarin
emilim bozukluguna bagli olarak ortaya cikabilir. Antibiyotik kullanimi, sinirh
beslenme ve asir1 E vitamini alimi da Vitamin K eksikligine yol agabilir. Yenidoganlar,
plasentanin Vitamin K aktarimindaki etkinliginin diisiik olmasi ve bagirsaklarin
dogumdan sonra steril olmasi nedeniyle bu eksiklige daha yatkindir. Bu durum,
yenidoganlarin  hemorajik hastaligina neden olur ve karacigerdeki gama
karboksilasyon yoluyla pihtilagsma faktorleri I, VII, IX ve X'u aktive eden Vitamin K
takviyesiyle tedavi edilebilir [56, 57].

Yenidogan bebekler, plasentanin yeterince vitamin K aktaramamasi ve bagirsagin

dogumdan hemen sonra steril olmasi nedeniyle vitamin K eksikligine ¢ok yatkindirlar
[58].

Yenidoganin hemorajik hastaligi ilk kez 1894 yilinda Townsend tarafindan
tanimlanmustir [59]. K vitamininin karacigerde gama karboksilasyonla aktive ettigi
faktor 11, VIL, IX ve X'un eksikligi, yenidoganin hemorajik hastaligina yol agar [60].
Vitamin K eksikligine bagli kanamalar iig tipte goriilmektedir. Bunlar erken tip, klasik

tip ve geg tiptir.

Erken tip, ilk 24 saat i¢inde ortaya c¢ikar. Epileptik annelerde difenilhidantoin veya
fenobarbital gibi ilaglarin kullanimiyla ve daha sik olarak tiiberkiiloz tedavisinde
izoniazid veya rifampisin kullanimiyla tedavi edilen annelerde goriilme sikligi daha

yliksektir. Bu tiir kanamalarda ayn1 zamanda beyin i¢i kanama da gézlemlenebilir [60].

Klasik tipte, dogumdan sonra 48 ila 72 saat i¢inde vitamin K'nin plasentay1 gegisi
siirli oldugu i¢in tiim yenidoganlarda ortaya ¢ikar. Faktor 2, 7, 9 ve 10'da hafif bir
diisiis meydana gelir ve genellikle 7 ila 10 gilin i¢inde normal seviyelere ulasir. Bu
durum, bagirsak florasinin heniiz olgunlasmamis olmasindan kaynaklanir. Anne
stitiiyle beslenen bebeklerde, menakinon tiretmeyen bifidus bakterisi florasi baskindir
[61]. Ayrica anne siitiindeki Vitamin K diizeyi 1 pg/L iken, formiil mamalarda daha
fazla olabilmektedir. Bu nedenle klasik hemorajik hastalik riski anne siitii ile

beslenenlerde ve yetersiz beslenen bebeklerde artar [60, 62].

ec tip, genellikle dogumdan sonraki ilk haftadan sonra ve genellikle 2 ila 12 hafta

icinde ortaya ¢ikar. Bazen bu siire 6 aya kadar uzayabilir. Bu tip kanamalar genellikle
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beyin i¢i kanama seklinde goriiliir. Anne siitiinlin yetersiz miktarda Vitamin K
icermesi, yetersiz Vitamin K profilaksisi, kolestatik karaciger hastaliklar1 (kistik
fibroz, koledok Kkisti, alfa-1 antitripsin eksikligi) gibi Vitamin K'nin emilimini
etkileyen durumlar ve antibiyotik kullanimi nedeniyle ortaya ¢ikabilir [63, 64]. Bu tiir
kanamalarin siklig1 genellikle 4 ila 10/10000 arasinda degisir ve Giiney Dogu Asya'da
daha yaygindir [60, 65].

Vitamin K eksikligi nedeniyle olusan intrakraniyal kanama genellikle aniden ve
herhangi bir uyarici belirti olmaksizin meydana gelebilir. Hastalar genellikle solukluk,
konviilsiyon, biling bulanikligi, kusma veya emmede azalma, ishal, 6n fontanelde

bombelik ve pulsasyon gibi semptomlarla karsilagabilirler.

Vitamin K eksikligi olan hastalarin protrombin zamani (PT) ve aktive parsiyel
tromboplastin zamani (aPTT) uzar ve trombosit sayist normal olarak saptanir.
Yenidoganlarda hemorajik hastalik i¢in spesifik bir test olmamakla birlikte, K
vitamininin intramuskiiler veya intravendz olarak verilmesinin ardindan 24 saat i¢inde

PT ve aPTT'nin normale dénmesi, taniy1 dogrular. [60, 66].

Vitamin K eksikligi, 6zellikle protrombin (Faktor II) proteininin en ¢ok etkilendigi bir
durumdur. Protrombin seviyesi normalin %10-15'ine diistiiglinde, kiigiik travmalar
bile kanamaya neden olabilir. Protrombin seviyesi %10'un altina diistiigiinde ise

belirgin bir sebep olmaksizin ciddi spontan kanamalar meydana gelebilir [67].

Vitamin K eksikligine bagl kafa i¢i kanama ¢ogunlukla herhangi bir uyarici belirti
olmadan aniden gelisebilir. Hastalar, solukluk, konviilziyon, biling bulanikligi, kusma
veya emmede azalma, ishal, 6n fontanelde bombelik ve pulsasyon gibi semptomlarla
bagvurabilir [68]. Vitamin K eksikligi olan olgularda, protrombin zamani (PT) ve

aktive parsiyel tromboplastin zamani (aPTT) uzamis olarak saptanabilir.

Ayrica, endojen koagiilasyon inhibitorlerinin meydana geldigi hastaliklarda, yag
emilimini engelleyen zayiflama ilaglarinin kullaniminda, yaniklarda, radyoterapi, X-

RAY ve hemodiyaliz kullaniminda da Vitamin K eksikligi ortaya ¢ikabilir [12, 13].

K vitamininin eksikligi osteoporoza bagl kemik kiriklarina neden olabilir ve kirigin
siddeti Vitamin K miktar ile iligkilidir [69, 70]. Disiik Vitamin K seviyeleri daha
biiylik kiriklara yol acabilir. K1 vitamininin yesil yaprakli sebzelerde bulunmasi,

vejetaryenleri osteoporozdan koruyan faktorlerden biridir [71, 72].
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Kemikteki Vitamin K'ya bagimli Gla proteinlerinin varligi, Vitamin K’nin kemik
sagligindaki roliinii gostermektedir. Diisiik vitamin K seviyeleri ve/veya diisiik
vitamin K alimlar1 olan bireylerin osteoporoz veya kirik riskinin yiikseldigini gosteren
birka¢ ¢alisma yapilmistir [73]. 72.000 kadindan olusan bir ¢alismada, vitamin K
alimlar1 >109 pg/giin olan kadinlarin yasa gore ayarlanmis kalga kirigi riskinin, daha
diisiik miktarlar tiiketenlere gore %30 daha az oldugunu bulmustur [74]. Benzer bir

iliski, baska bir ¢alismada daha gézlemlenmistir.

Vitamin K alimi en yiiksek (254 pg/giin) gruptaki konular, en diisiik (56 pg/giin)
gruplara gore onemli Olgiide kalga kirigr riskinde azalma goriilmistiir [35]. Diisiik
Vitamin K seviyesi, erkeklerde ve kadinlarda artikiiler kikirdak ve meniskiis hasari ile
de iliskilendirilmistir [75]. Bu ¢alismalar MK-4"lin kirik riskini azalttigin1 ve kemik
mineral yogunlugunu iyilestirdigini belirtmistir [45]. Bu tiir etkilerin, kemikteki 3
Vitamin K'ya bagimli Gla proteini araciligiyla saglandigi goriilmektedir [76].

Osteokalsin kalsifiye dokularin en karakterize Vitamin K'ya bagimli proteinlerden
birisidir. Vitamin K'ya bagimli plazma proteinleriyle homolojisi yoktur. Kemik
matrisindeki kolajenden sonra ikinci en fazla bulunan proteindir ve toplam kemik
proteininin  yaklasik %2'sini ve kolajen olmayan proteinin %10-20'sini
olusturmaktadir. Karboksilasyonu, varfarin tedavisiyle inhibe edilirken, menakinon
takviyesi ve 1,25-(OH)z-vitamin D3 ile uyarilabilir. Osteokalsinin yaklasik %20'si

kemiklere baglanmaz ve plazmaya gegebilir.

Cogu tiirde, steokalsin her bir Gla alaninda tamamen karboksile edilmistir. Bu
insanlarda boyle degildir. Benzer sekilde, insan plazmasindaki osteokalsinin biiyiik bir
kismi1 karboksile edilmemistir. Plazma karboksillenmemis osteokalsin seviyeleri hem
vitamin K'ya bagiml karboksilazda hem de epoksit rediiktazdaki polimorfizmlerle

iligkili olan genetik degiskenliklere tabidir.

En ytiksek karboksillenmemis osteokalsin seviyeleri, Paget hastaligi gibi artmis kemik
rezorpsiyonu/mineralizasyonu igeren diger bozukluklarda ve gen¢ c¢ocuklarda
bulunmaktadir. Osteokalsin karboksilasyon derecesinin, yasli kadinlarda kas giicii ve
kemik saglig1 olgiileriyle pozitif korelasyonlu oldugu bulunmustur. Bu da karboksile

osteokalsinin iskelet sagliginda 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir [77].

Matriks Gla Protein (MGP), bes Gla kalintis1 arasinda yer alan kalsiyum baglanma

aktivitesi kazandiran osteokalsin ile yapisal olarak iligkili, ¢Ozlinmeyen bir
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polipeptittir. Vaskiiler ve diiz kas hiicreleri de dahil olmak iizere bircok yumusak
dokuda ifade edilmektedir. Ancak sadece kalsifiye dokularda birikir. Demineralize
kemik matrisi ve mineralize olmayan kikirdak gibi yerlerde belirgin afiniteleri vardir.
MGP, Vitamin K gama-karboksi glutamat tarafindan bes Gla kalintis1 ve {i¢ serin
kalintisinin fosforile edilmesi sonrasinda posttranslasyonel olarak modifiye edilir.
Normalde, MGP tamamen karboksile olmaktadir. Ancak hemodiyaliz uygulanan

hastalarda tam karboksile edilmemis oldugu bulunmustur [78].

Protein S, osteoblastlar tarafindan sentezlenir. Trombin duyarli bolge, bir epidermal
biiylime faktorii benzeri alan ve bir steroid hormonu baglama alani igerir. Tirozin kinaz
reseptorlerine baglandigr gosterilmistir [79]. Diisiik protein S seviyelerine sahip iki
pediatrik vakada, agir osteopeni, diisik kemik mineral yogunlugu ve vertebral
kompresyon kiriklari bulunmustur. Bu nedenle kemik fonksiyonunda rolii bulundugu

distiniilmektedir.

Periostin, kemik kaynakli mezenkimal stromal hiicreler tarafindan tiretilmektedir ve
salgilanmaktadir. Mineralize kemik nodiillerinde bol miktarda bulunmaktadir.

Ekstraselliiler kemik matrisinin olusumunda islevi oldugu diisiiniilmektedir [80].

Vitamin K takviyesi, karotis arterinin fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirdigi, koroner
arter kalsifikasyonu riskini azalttigi ve kardiyovaskiiler oliim riskini azalttig
bulunmustur [36, 81, 82].

Atherokalsin, kalsifiye aterosklerotik dokularda kesfedilmistir. Atherokalsinin arter
duvarlarinda bulunan Vitamin K gama-glutamil karboksilazi inhibe edebilecegi ve

ateroskleroz gelisiminde rol oynayabilecegi one siiriilmistiir [83].

Gas6, 75 kDa’lik bir proteindir. Protein S ile benzer sekilde, epidermal biiyiime faktorii
benzeri bir alan igerir. Protein S, Gas6 ile %44 dizi homolojisine sahiptir ve trombine
duyarl alanlara sahiptir. Gas6, sinir dokusunda genis bir dagilima sahiptir ve hiicreleri
apoptozdan korudugu diisiiniilmektedir. Ayrica hipokampal noronlar iizerinde
norotrofik aktivite gosterdigi ve birkag tiir sinir hiicresinin biiylimesini ve hayatta
kalmasin1 tesvik ettigi gosterilmistir. Beyin mikrozomlarimin gama-karboksilaz
aktivitesi eksikligi, Gas6'nin posttranslasyonel glutamasyonunun baska dokularda

olusmasi gerektigi anlamina gelmektedir [84].

Gla zengin protein, kikirdakta tanimlanmistir. Diger bilinen Gla proteinlerinden daha

fazla Gla kalintis1 vardir [85].
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Prolin-zengin Gla proteinleri, ¢esitli ekstrahepatik dokularda ifade edilen kiigiik (17-
23 kDa), tek gegisli transmembran proteinlerdir [86, 87]. Transtiretin, retinol ve
tiroksin baglar. Renal Gla proteinin kalsiyum taginmasi ve atiliminda rol oynadigi

diistiniilmektedir [88].

Diger Gla proteinlerinin sperm, idrar ve hepatik mitokondride bulundugu da
bildirilmistir. Vitamin K'nin ndrolojik fonksiyonlarda da islevi bulunmaktadir.
Varfarinin beyin sfingolipid igerigini ve noral dokuda bulunan MK-4'i azalttig1 ve
sfingolipidlerin, siilfatidlerin, sfingomiyelinlerin ve gangliositlerin néral dokulardaki

icerikleriyle giiclii bir sekilde iligkili oldugu gosterilmistir [44, 89].

Vitamin K’nin lipopolisakkarit uyarimli inflamatuvar yaniti azaltmasi ve MK-4’{in
prostaglandinlerin ve IL-6'nin sentezini azaltmasi gozlemlenmistir. Bu sonuglar

Vitamin K'nin anti-inflamatuvar etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hipoprotrombinemi, antibiyotik kullanimiyla iliskilendirilmistir. Hipoprotrombinemi
yayginligi, 1980'lerde B-laktam antibiyotiklerinin kullanima girmesiyle artmistir. Bu
ilaglar intravendz olarak uygulansa da safra salinimi yoluyla enterik bakteriyel
metabolizmayr etkilemektedir. Tiim hastalarda fekal menakinonlarin seviyesini
degistirmemis ancak Vitamin K ile tedavi edilen hastalarda dolagimdaki vitamin K-

2,3-epoksit seviyelerini arttirmistir [90].

Vitamin K seviyesinin antikarsinojenik bir rol oynayabilecegi, MK-4 tedavisinin
inoperabl bronsiyal karsinomlu hastalarin yasam siiresini artirdig1 bulundugun zaman
distintilmistir [91]. Bu ¢alismalardan sonra hepatoseliiler karsinomlu hastalarda
yiiksek seviyelerde gama karboksile olmayan protrombin diizeyleri oldugu

gozlemlenmistir.

Biiyiik bir prospektif calismada, kanser mortalitesinin yiiksek Vitamin K alimlarina
sahip bireylerde 6nemli 6lgiide daha az oldugu bulunmustur [82]. Baska bir ¢alismada
menakinon seviyesinin kanser insidansi ve mortalitesi ile ters korelasyon gosterdigi
bildirilmistir. Vitamin K ile herhangi bir iliski gozlenmemistir [92]. Viral sirozu olan
43 kadinda giinliik 45 mg 8 yil menakinon tedavisi yapilan klinik bir arastirmada
hepatoseliiler karsinom riskinin kontrol grubuna kiyasla %87 azaldig tespit edilmistir
[93].

Obezite, diisiik vitamin K diizeyleri ile iliskilendirilmistir. Adipoz dokusu, Vitamin

K'y1 nispeten yiiksek seviyelerde depolar [94]. Glikoz metabolizmasi yolagindaki
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parametreler serum toplam karboksile edilmemis osteokalsin konsantrasyonlariyla ters
orantili olarak iligkilendirilmistir [95]. Vitamin K seviyeleri kadinlarda viicut yag
yiizdesi ile ters orantili olarak bulunmustur [96]. Erkeklerde ve kadinlarda oral glikoz
tolerans testlerinden alinan Olgiimlerle gosterilen daha iyi insiilin duyarlilifi ve
glisemik kontrolle iliskilendirilmistir [97]. Baska bir ¢alismada Vitamin K

takviyesinin erkeklerde insiilin direncini azalttigini tespit etmistir [98].

2.15 Besin kaynaklari ve emilimi
Vitamin K, tiirevlerine gore farkli kaynaklardan elde edilir. K1, 6zellikle yesil yaprakli
sebzelerde (6rnegin, kara lahana), Brassica cinsine ait sebzelerde (6rnegin, Briiksel
lahanasi, brokoli), meyvelerde (6rnegin, avokado, kivi ve yesil lizimler), otlarda
(6rnegin, kisnis, maydanoz) ve yesil ve bitkisel ¢aylarda bulunabilir (Tablo 2.4). Soya,
kanola ve zeytinyagi gibi bitkisel yaglar da diger diyet kaynaklaridir.

Yesil yaprakli bitkiler, ortalama olarak 400 ila 700 pg/100 g araliginda K vitamini
iceren en zengin kaynaklardan biridir. Ayrica, soya, kolza tohumu ve zeytin gibi bazi
bitkilerden elde edilen yaglar da yiiksek diizeyde (ortalama 50-200 pg/100 g) Ki
vitamini igerir. Bununla birlikte, yer fistig1, misir, aygicegi, aspir gibi bazi bitkilerden
elde edilen yaglar ¢ok daha diisiik oranlarda (ortalama 1-10 pg/100 g) K1 vitamini
icermektedir [99, 100].

Fermente edilmis yiyecekler arasinda fermente tereyag: veya peynir, kesilmis peynir,
yumurta sarisi ve sigir karacigeri menakinon kaynaklaridir. Bacillus subtilis
kullanilarak fermantasyon yoluyla tiretilen geleneksel bir Japon soya fasulyesi bazl
gida olan Natto, MK-7 kaynagidir [101]. Sentetik formu hayvansal gidalara eklenerek
tiiketildiginde karaciger tarafindan MK-4'e metabolize edilir [102, 103].

K vitamininin biyoyararligi hakkindaki bilgiler olduk¢a sinirhidir ve yesil yapraklh
sebzelerde bulunan K1 vitamini emilim diizeyleri oldukga diisiiktiir. Bu diistik emilim,
K1 vitamininin yesil yaprakli sebzelerin kloroplastlarina siki bir sekilde bagh
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ancak MK-4 ile zenginlestirilmis tereyagindaki K
vitamininin emilimi, haslanmis 1spanaktaki K1 vitamini emiliminden iki kat daha
fazladir. Bu, Vitamin K aktivitesi tasiyan bilesenlerin biyoyararliliginin besinlere

sikica bagl olmadigi durumlarda yiikseldigi anlamina gelmektedir [104].
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Tablo 2.4 Vitamin K besin kaynaklar1 ve igerdikleri Vitamin K miktarlari [55].

Besinler Vitamin K Miktar1 (ug/100 g)

Asparagus 51
Snap Fasulyesi 48
Pancar 0.2
Brokoli 141
Lahana 109
Havug 14
Karnabahar 14
Maisir 0.4
Salatalik 16
Kereviz 817
Domates 2
Marul 103
Bezelye 30
Patates 0.3
Ispanak 494
Tatl1 Patates 2
Kanola 71
Maisir 2
Zeytinyagi 60
Fistik 0.7
Soya Fasulyesi 184
Elma 2
Muz 0.05
Kizilcik 5
Portakal 0
Seftali 3
Cilek 2
Dana Eti 1-3
Domuz Eti 0.1-0.2
Dana Cigeri 3
Inek Siitii 0.1-0.6
Yumurta 0.3
Yumurta Sarisi 0.7
Piring 0-0.2
Bugday Kepegi 2
Bugday Unu 2

Insan barsaklarinda distal kolonda bircok K vitamini formu sentezlenebilmektedir
[105]. Barsaklarda bulunan fakiiltatif ve zorunlu anaerob bakteriler, sikimik asit ve a-
ketoglutarattan uzun zincirli K vitamini formlarinin (menakinon-10-13 arasi)
sentezlenmesine katkida bulunmaktadir [106]. Ancak intestinal K vitamininin

biyoyararlilig1 disiiktiir ¢linkii K, vitamini sentezi ¢ogunlukla safra asitlerinin
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bulunmadigi kolonda ger¢eklesir ve daha ¢ok bakteriyel sitoplazmik membrana sikica

bagl kalir [3].

Vitamin K, diyetle alindiktan sonra ince barsakta safra asitleriyle migeller olusturarak
emilir. Emilim islemi, intestinal mukozadan silomikronlar i¢inde tasinarak lenf
yoluyla kana gecer. K vitamininin emilimi, safra asitlerinin varligi ve pankreas

islevlerinin normal olmasina baglhdir.

Genel olarak, diyetle alinan Vitamin K'nin emilim oran1 %40 ila %70 arasinda degisir.
K1 vitamini, proksimal barsaklarda aktif tasima yoluyla emilirken, K2 ve Kz vitamini
formlar1 migeldeki yag asitleri ve safra tuzlart konsantrasyonuna bagli olarak
barsaklarin distal kismindan ve kolondan pasif difiizyon yoluyla emilir. Emildikten
sonra, K vitamini formlar1 apoprotein E reseptorleri tarafindan karacigere tasinir ve
diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL) ve yiiksek dansiteli lipoproteinler (HDL) arasinda
transfer edilir (Tablo 2.5). K vitaminine 6zel bir tasiyici protein yoktur [107].

Vitamin K'nin alimi, hiicrelerdeki diger lipitlerle benzer sekilde gerceklesir. Vitamin
K tastyan silomikron kalintilari, yiizeylerindeki LDL reseptor ailesine 6zgii hiicre
yiizey reseptorlerine baglanarak hiicreye alinir. Bu siire¢, apoE igeren trigliserit
acisindan zengin lipoproteinlerin ve HDL'lerin silomikron kalintilar1 tarafindan
tasinmasiyla gergeklesir [108]. Bu sayede, silomikron kalintilar1 yiiksek afiniteli hiicre
yiizey reseptorlerine daha kolay baglanabilir ve bu baglanma heparin siilfat

proteoglikanlar tarafindan kolaylastirilan hiicresel i¢e alimi saglar.

Belirli bir doz Vitamin K’nin oral alimindan sonra, radyoaktif metabolitlerin hizla

goriinmesi, Vitamin K'nin hizli bir sekilde emildigini gostermistir [109].

Tablo 2.5 Vitamin K’nin dolasimdaki dagilim1 [37].

Fraksiyonlar Serum Vitamin K Oram (%)
Trigliserit Zengin Fraksiyon 51.4+17.0
LDL 252+7.6
HDL 23.3+10.9

K1 vitamini dolagimda en yaygin olan formdur ve karaciger disinda kortikal ve
trabekiiler kemikte de bulunur [37]. Karacigerde depo halinde bulunan formun %90'n1

K> vitamini, %10'unu Ky vitamini formu olusturur. K; vitamini depolari A vitamini
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depolarindan 20 ila 40 bin kat daha azdir, bu da diyetle alinan K1 vitamininin yiiksek
oranda atildigin1 gosterir [106, 110, 111].

2.1.6 Toksisitesi
Vitamin K'nin toksisitesi konusunda genel olarak dogal vitamin K kaynaklarinin
kullanimiyla iliskili sistematik toksisite vakalari olduk¢a nadirdir. Hem hayvanlar
lizerinde yapilan aragtirmalar hem de insanlar iizerindeki gozlemler, yliksek miktarda
vitamin K aliminin pihtilasma siireglerine asir1 bir etkisi olabilecegi endiselerine
ragmen, ger¢eklesmedigini gostermektedir. Bu durum, vitamin K'nin y-karboksilasyon
stireci i¢in sinirh sayida aktif bolgeye sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Ancak,
nadir de olsa bazi vakalarda yiiksek dozlarda vitamin K'nin paradoksal bir sekilde
pihtilasma faktorlerinde eksiklige neden oldugu goriilmiistiir. Hayvanlar iizerinde
yapilan ¢alismalarda ise, biiyiik dozlarda vitamin K'nin kanamalara ve anemiye yol

actig1 tespit edilmistir [112].

Mevcut veriler, insanlarda giinliik 10 mg vitamin K3 aliminin bir ay boyunca herhangi
bir olumsuz etkiye yol agmadigini géstermektedir. Bu bulgular, hayvan deneylerinde
elde edilen sonuglarla uyumlu olup ayni siire boyunca 2 g/kg dozunda bile gilivenli
oldugunu gostermektedir. Bildirilen vitamin K yan etkileri genellikle lokal etkilerle
siirhdir ve genellikle vitamin Kz alimini takiben hafif gastrointestinal sikayetler ve
cilt dokiintiileri seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Ancak bu etkiler, vitamin K takviyesi
kesildikten sonra kaybolmaktadir [113].

Klinik uygulamada, vitamin K'in intramuskiiler enjeksiyonu, enjeksiyon bolgesinde
agr1 ve cilt morarmas gibi yan etkilere neden olabilmektedir. Ote yandan, yiiksek
dozlarda vitamin Kz kullanimi, 6zellikle yeni dogan bebeklerde hemolitik anemi gibi
toksik reaksiyonlara yol agabilmektedir. Bu reaksiyon, vitaminin redoks dongiisiiyle

iligkilendirilmektedir [114].

Son olarak, intravendz vitamin K1 preparatlarinin bazen anafilaktoid reaksiyonlara
neden olabilecegi gozlemlenmistir. Bu reaksiyonlar, vitamin K'nin lipid
¢oziinlirliiglinden kaynaklanan sulu kolloidal siispansiyonlardaki bilesenlerle
iligkilendirilmekte ancak, lipozomal preparatlarin kullanimi bu olumsuz reaksiyonlari

engelleyebilmektedir [115].
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2.2 Tandem Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometrisi, bir molekdiliin kiitle-yiik oranin1 (m/z) dlgerek molekiil yapisini
belirleyen bir analitik tekniktir. Iyonizasyon teknikleri gesitlilik gostermektedir.
Iyonlarin ayirilmasi ve tespiti yiiksek vakum kosullarinda bir iyon kaynagi, bir kiitle
analizorii ve bir dedektorden olusan bir sistemle gergeklestirilir. Kiitle spektrometrisi,
yiiksek tarama hiz1 ve ¢oziiniirliigli sayesinde 6zellikle biyolojik bilimlerde bir¢cok

uygulamaya sahiptir [116, 117].

Son yillarda gelistirilen ileri cihazlar sayesinde kiitle spektrometrisi hizli, hassas ve
basit bir igslem olarak gelismistir. Kiitle spektrometrisi, birkag temel elemandan olusur
ve iyonlart m/z degerlerine gore ayirir. Sistem kontrol yazilimi, bu sinyallerin
yogunlugunu m/z degerinin bir fonksiyonu olarak transkribe eder ve bu verileri kiitle

spektrumu olarak sunmaktadir [117].

Tandem MS veya MS/MS, klinik laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan ve rutin
orneklerin nicel analizinde genis uygulama alani bulan baskin bir MS tabanli tekniktir.
Ancak, yapisal karakterizasyon ve bilesik tanimlama i¢in de kullanish bir tekniktir ve
bu nedenle kesif calismalarinda sik¢a kullanilir. Bu teknikteki en 6nemli ozellikler,
son derece yliksek seg¢iciligi, ¢cok diisiik analit konsantrasyonlarini 6l¢me yetenegi ve
tek bir yontemde birden ¢ok analitin dl¢limiinii ¢ogaltabilme yetenegidir. MS/MS'nin
interferansa kars1 duyarliligi genellikle ¢ok diisiiktiir. Bunun nedeni, tespit edilen
bilesigin li¢ fiziksel oOzellik tarafindan ayrildigi ve karakterize edildigi igin:
kromatografik tutma siiresi, 6ncii iyon kiitlesi ve {iriin iyon kiitlesi. Yiiksek 6zgilligi,
diisiik tiiketim maliyeti ve potansiyel yiiksek 6rnekleme tiiketim orani nedeniyle, artan
sayida klinik laboratuvar, rutin 6rnek analizi i¢in tandem kiitle spektrometrelerini

kullanmaktadir.

Kiitle spektrometrisi ayrica nicel analiz yapabilme 6zelligi, elementel ve izotopik
bilesimi analiz edebilme yetenegi ve maddenin agik bir sekilde tanimlanmasini
saglayabilme avantajlarina sahiptir. Orbitrap, yliksek tarama hizi ve ylksek
¢oziinlirliigh ile biyolojik bilimlerde siklikla tercih edilir konuma gelmigtir [118].

Farkl1 kiitle spektrometresi tekniklerinin karsilastirmasi Tablo 2.6’da sunulmustur.
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Tablo 2.6 Kiitle spektrometrisi tekniklerinin karsilagtirmasi [119].

iyon Manyetik FT- FT-
Quadrupole Tuzag TOF Alan ICR  Orbitrap

E}:}S limiti 4000 6000 10000000 20000 30000 50000
E?S;)ﬁnﬁ“ﬁk 2000 4000 5000 100000 500000 100000
Dogruluk 100 100 200 10 5 5
(ppm)
Iyon

et Devamli Aralikli  Aralikhi Devamli  Aralikli  Aralikli
stirekliligi
CE Diistik Diisiik Yiiksek Yiiksek Diisiik -

Sivi  kromatografi tandem kiitle spektrometrisi yiiksek performansli = sivi
kromatografinin (HPLC) tandem kiitle spektrometriye dogrudan bagh oldugu bir
sistemdir. Likit Kromatografi — Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS), bir¢ok
ayirma yontemiyle birlestirilebilir [120].

LC-MS'nin dort ana formu vardir: ters-faz LC, normal veya diiz-faz LC, hidrofilik s1v1
etkilesim kromatografisi (HILIC) ve iyon-degisim LC. Ayrimlarin ¢ogu, kolondaki
sabit faz ile numunedeki analitlerin, bir mobil faz varligindaki afinite farkliligina

dayanmaktadir [121].

S1vi kromatografide ayrimlar1 yapilan analitler tandem kiitle spektrometresi (MS/MS)
kisminda iyonlasir, ilgili kiitleler secilir ve aranan molekiiller tespit edilir. Kiitle
spektrometresinde kullanilan iyonlastirma teknikleri Tablo 2.7°de ozetlenmistir.
Tandem MS analizinde en sik kullanilan iyonlasma teknigi elektrosprey
iyonizasyonudur (ESI). Analitleri igeren mobil faz, LC kismindan gelen ve ayrilmis
olan bilesiklerin bulundugu faz, atmosferik basing altinda ¢ok ince bir nano-sprey
ignesi kullanilarak yiiksek voltaj uygulanarak piskiirtiiliir ve damlaciklar seklinde
dagitilir. Damlaciklar, igneden ciktiklarinda yiikliidiirler. Sisteme verilen bir inert gaz
(Azot), ¢oziicli damlaciklarinin boyutunu kii¢iiltmeye ve yiiklii analit molekiillerinin
yiiklerini artirmaya yardimei olur. Bu siire¢, ¢oziicii damlaciklarinin tamamen
buharlagsmasina ve negatif veya pozitif yiiklii serbest molekiillerin geriye kalmasina

kadar devam eder [122, 123].
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LC-MS/MS'de kullanilan bagka bir iyonlagma teknigi atmosferik basing kimyasal
iyonizasyondur (APCI). Bu yontemde, LC'den ayrilmis 6rnek ¢ozeltisi, 1sitilmis bir
tiip icine plskiirtiiliir. Azot gazinin akisiyla birlikte, bu bolgede nano damlaciklar
buharlasir. Buharlasma sonrasinda, ¢dziicii molekiilleri iyonlasir. Iyonlasma islemi

tiiplin disinda gergeklesmektedir [120, 121].

Iyonlar, ¢éziicii ve analit arasindaki carpismalarm ve yiik transfer reaksiyonlarinin
sonucunda olusur. MS/MS'in hassasiyeti, iyonlasma etkisine dogrudan baglidir. Diisiik
ve orta molekiil agirlikli apolar molekiiller i¢in daha etkili bir iyonlagma saglamak i¢in

APCI teknigi kullanilabilir [124].

ESI teknigi ise, polar ve orta derecede apolar bilesiklerin genis bir molekiil kiitlesi
araliginda daha 1iyi iyonlagsmasini saglar. Biiyiik biyolojik molekiillerin
buharlastirilmas1 ve iyonlastirilmas: zor oldugundan, ESI 6zellikle bu tiir molekiiller
icin faydali bir iyonizasyon teknigi olarak kabul edilir [122]. Tyonizasyondan sonra,
elektrik alanin zorlamasiyla yiiklii analitlerin tandem kiitle spektrometrenin yiiksek
vakumuna girdigi iyonlar, giris deligine dogru hareket eder. Iyonlar, kiitlelerine gore
ilk secimin yapildig1 kuadrupol 1'e girer. Kuadrupol voltajlar1 degistirilerek iyonlar

analiz edilir [119].

Kuadrupolda olusan elektrik alan, sadece belirli m/z oranina sahip iyonlarin dogru yolu
izleyerek kuadrupolden ge¢mesine izin verir ve digerlerini ayirir. Segilen iyonlar,
kuadrupol 2'ye ilerler ve bir gaz (6rnegin azot) varliginda hafif bir basing altinda
fragmentlere ayrilirlar. Sonrasinda, kuadrupol 3'e gecen analit fragmentlerinin m/z'ye
gore ikinci bir se¢imi yapilir. Yiikli analitlerin veya fragmentlerin tespiti ve elektrik
sinyaline doniistiiriilmesi, bir elektron ¢cogaltici dedektor tarafindan gerceklestirilir. Bu
sinyal bilgisayara iletilir ve kiitle spektrumu piklerini i¢eren veriler elde edilir [125,

126].
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Tablo 2.7 Kiitle spektrometrisinde kullanilan farkli iyonlastirma tekniklerinin

karsilastirmasi.

Iyonlasghrma  Numune

Iyon Kaynag Parcalama  Biiyiikliik Ajan

Sekli Cesidi
Electron Impact . Yiiksek Enerjik
(E) Elektron kayb1  Bilesikler parcalanma <1000 Da Elektronlar
Electrospray Elektronlama Peptl_tler, Diigiik <1000 Da Elektrik
(ESD) proteinler  parcalanma alan
Atmospheric Polaritesi
Pressure Pozitif desarj o Kimyasal Atmosferik
- dusiik <2000 Da
Chemical (korona) bilesikler parcalanma basing
(APCI) 3
Matrix-assisted . Yiiksek
laser desorption  Buharlastirma Pr%gg[rlﬁgr a': Z?Ziina <5OE())§00 enerjili
(MALDI) P parg lazer

2.2.1 Python ve R ile spektrum analizi

Python, yliksek seviyeli bir programlama dilidir ve genellikle kolay okunabilirligi ve
anlagilabilirligi ile taninir. Python, nesne yonelimli bir yapiya sahip olmakla birlikte,
dinamik bir tip tanimlama sistemine de sahiptir. Bu dil, genis bir kullanim alanina
sahip olmakla birlikte, web gelistirme, veri analizi, yapay zeka, bilgisayar oyunlar1 ve
metabolomiks caligmalar1 gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Python, a¢ik kaynakli

bir projedir ve topluluk tarafindan siirekli olarak gelistirilip giincellenmektedir.

Yagam bilimleri, Python'un yaygin olarak kullanildig1 alanlardan biridir. Biyoloji,
kimya ve diger ilgili alanlarda, Python siklikla veri analizi, veri gorsellestirme ve
modelleme i¢in kullamlir. Ozellikle, biiyiik veri setlerinin analizi ve yorumlanmasi
icin kullanilan Python kiitiiphaneleri, yasam bilimleri arastirmalarinda énemli bir rol

oynamaktadir. Ayrica, Python, biyoinformatik alaninda da kullanilmaktadir.

Bu alanda kullanilan bir diger kodlama dili olan R, istatistiksel hesaplamalar, veri
analizi ve grafiksel gorsellestirmeler i¢in popiiler bir programlama dilidir. R,

arastirmacilar, veri bilimcileri ve istatistik¢iler tarafindan siklikla kullanilan agik
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kaynakli bir dildir. Istatistiksel modellerin uygulanmasi, biiyiik veri kiimelerinin

islenmesi, grafiklerin olusturulmasi ve gorsellestirilmesi gibi birgok veri odakli gérevi

gerceklestirmek icin kullanilir. R, genis bir kiitiiphane ekosistemi ile birlikte gelir ve

bu kiitiiphaneler sayesinde istatistiksel analizlerin, makine 6grenimi modellerinin ve

veri gorsellestirmelerinin kolayca gergeklestirilebilmesini saglamaktadir.

Her iki kodlama dili de kiitle spektrometrisi verilerinin islenmesi, analizi ve

sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.

Kiitle spektrometresi taramasi sonucunda elde edilen ham verilerin dogru islenmesi

analizlerin yorumlanmasi agisindan énemlidir. Ham veriler islenirken MZmine [127]

ve OpenMS [128] yazilimlari kullanilabilecegi gibi Tablo 2.8’de listelenen R paketleri

de kullanilmaktadir.

Tablo 2.8 Kiitle spektrometrisi analizlerinde kullanilan bazi R paketleri ve kullanim

alanlar.

R Paketi

Ozellikler

mzR [129-132]
MSnbase [133, 134]

xcms [135-137]

RMassBank [138]

MetaboAnalystR [139-
141]

mzMatch [142]
specmine [143]

patRoon [144]
MS-CleanR [145]
MsCoreUtils [146]
Spectra [146]

MS verileri igin mevcut dosya bigimleri arasinda spektrum
diizenlemeleri

MS verilerinin, ham verilerden nicel ve agiklamal1 verilere
kadar olan diizenlenmesi, iglenmesi ve gorsellestirilmesi
Kromatografik olarak ayrilmis ve tek spektrumlu kiitle
spektral verilerinin islenmesi ve gorsellestirilmesi

Tandem MS dosyalarinda spektrumlarin gikarilmasi,
fragmentlere formiil atanmasi, spektrumlarin yeniden kalibre
edilmesi, spektrum temizligi, veritabanlarindan bilesik
bilgilerinin otomatik olarak alinmasi ve veritabani kayitlarina
aktarilmasi

MS veri isleme, normalizasyon, istatistiksel analiz, metabolit
seti zenginlestirme analizi, metabolik yol analizi ve
biyobelirte¢ analizi

MS verilerini goriintiileme, 6n isleme ve diizenleme

Farkl1 analitik platformlarda (LC-MS, GC-MS, NMR, IR,
UV-VIS) veri igleme

MS verilerini diizenleme, formiil tahmini, bilesik tanimlama
ve raporlama

Farkli 6zelliklere gore spektrum filtreleme ve tanimlama
Kiitle spektrumu isleme, niceliksel diizenleme ve
normalizasyon

Spektrum isleme, birlesme ve karsilagtirma

Genel olarak, kiitle spektrometrisi, yiiksek tarama hizi, yiiksek ¢oziiniirliik, hizli analiz

yapabilmesi, yliksek hassasiyeti, karisimlarin bir¢cok bilesenini ayni anda analiz

edebilmesi, kantitasyon yapilabilmesi ve bilesiklerin yapist hakkinda bilgi
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edinilebilmesiyle bir¢ok avantaja sahip giiglii bir tekniktir. Bu nedenle analitik

arastirma c¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir.

2.2.2 Analitik validasyon
Kimyasal analizlerin uygulanmasinda metodun gegerli kilinmasi olduk¢a énemlidir.
Birc¢ok analitik kimyaci, bunun ne zaman, neden ve tam olarak ne yapilmasi gerektigi

konusunda karar vermede zorlanabilir.

Eger bir analiz sonucu giivenilir degilse, sonucun degeri diiser ve hatta analiz hig
yapilmamis gibi bir durum ortaya ¢ikabilir. Bir analitik sonucun, kullanim amacina
uygun olmasi i¢in, karar vermek icin yeterli giivenilirlikte olmasi gerekmektedir.
ISO/IEC 17025, ISO 15189 ve ISO 15195 gibi standartlarda, gereklilikler
aciklanmistir [147-149].

Metodun gecerli kilinmasi, uluslararasi standart belgelerde tanimlanmaktadir. ISO
9000, "6zel amacl bir kullanim veya uygulama icin sartlarin saglandiginin agik

kanitlar elde edilerek teyit edilmesi" seklinde tanimlamistir [150].

ISO/IEC 17025, "6zel amagh bir kullanim i¢in gerekli sartlarin inceleme sonucunda
yerine getirildiginin ve objektif bir delil elde edildiginin teyit edilmesi" seklinde
tanimlamustir [147]. VIM ise, "belirlenmis sartlarin amaca uygun bir kullanim igin
yeterli oldugunun dogrulanmasi”" seklinde tanimlamistir [151]. Metodun gegerli
kilinmas1 ve dogrulama caligmalarinin yapilacagi laboratuvarlarda kullanilacak
cthazlarin  prosediirlere uygun sekilde kalibrasyonlarinin  yapiliyor olmasi

gerekmektedir.

Metodun gecerli kilinmasi ve dogrulama farkli kavramlardir. Her iki durumda da
laboratuvar, metodun temel gecerli kilma calismalarin1 tamamlar. Ancak, dogrulama,
laboratuvarin metodun uygulanabilirligini teyit etme ihtiyacim1 ifade eder. Bu
dogrulama islemi, son kullanicinin laboratuvarinda metodun uygulanabilir oldugunu

gostermek i¢in deneysel calismalar yapmasi gerektigi anlamina gelir [152].

Metodun gecerli kilinmasi ¢aligmalarinin yapilmasi igin performans 6zelliklerinin
analiz edilmesi gerekir. Bu 6zellikler arasinda segicilik, algilama siniri, tayin siniri,
calisma aralig1, analitik duyarhilik, gerceklik, kesinlik ve saglamlik bulunmaktadir. Bu
ozelliklerin her biri, bir dl¢iim prosediiriiniin performansini etkiler. Olgiim belirsizligi

de bir performans 6zelligi olarak kabul edilebilir, ancak bir 6l¢iim prosediiriiniin
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performans 6zelligi degildir; bunun yerine, bir 6l¢iim prosediirii kullanilarak elde

edilen sonuglarin bir 6zelligi olarak kabul edilir.

Analitik segicilik (6zgiilliik, analitik 6zgiilliik), bir yontemin benzer 6zellik gosteren
diger bilesenlerin girisimleri olmaksizin belirli analitleri tanimlayabilme derecesidir.
Bu girisimler, Slgiilen biiyiikliige ait sinyali arttirarak veya azaltarak bir sapmaya
neden olabilir. Se¢icilik, belirli bilesenlerin bilingli olarak eklendigi numunelerdeki
ilgilenilen analitin 6l¢iilebilme yeteneginin calisilmasiyla incelenir. Kromatografik
sinyaldeki bir pik, onunla ayni noktada sinyal veren referans materyalinin iginde

bulundugu analitle kiyaslanarak tanimlanir [153].

Diisiik konsantrasyonlarda yapilan Ol¢iimlerde dikkate alinmasi gereken ii¢ ana
kavram vardir. Ilk olarak, analit seviyesinde sifirdan farkli bir sonuc elde edilmesi
gerekebilir. Bu durum genellikle malzemenin kirliligi ile ilgilidir ve "kritik deger",
"karar stir1" veya AB direktiflerinde CCa olarak adlandirilir. Ikinci olarak, belirli bir
giivenilirlik seviyesinde tespit edilebilecek en diisiik analit derisiminin bilinmesi
onemlidir. Bu kavram i¢in "algilama siir1" (LoD), "en diisiik tespit edilebilir deger",
"algi1 sinir’" veya AB direktiflerinde CCP terimleri kullanilir [154]. Ugiincii olarak,
Uygulamanin performansinin kabul edilebilir oldugu en diisiik diizeyin belirlenmesi,
belirli bir uygulama i¢in son derece onemlidir. Bu kavram genellikle tayin seviyesi
olarak adlandirilir (LoQ). LoD (tayin edilebilir sinir) ve LoQ (Olgiilebilir sinir)

genellikle standart sapmalarin bir katsayi ile ¢arpilmasiyla hesaplanirlar.

Kromatografi gibi giiriiltii seviyesinin tizerindeki pikleri tespit edebilen teknikler i¢in
LoD'ye yakin veya daha yiiksek derisim seviyesine sahip numuneler gereklidir. Bu tiir

numuneler, analit eklenen bir bos numune ile hazirlanabilir [152, 155].

Standart sapma, laboratuvarda kullanilan yontemin performansini temsil etmeli ve tim
Ol¢iim prosediirlerine uygun olarak hesaplanmalidir. Analiz edilen test sonuglaria
dayanarak hesaplanan standart sapma i¢in yeterli sayida tekrar yapilmalidir. Genellikle
6-15 tekrar yeterli olarak kabul edilir, ancak metot gecerli kilma protokollerinde 10
tekrar Onerilir. LoD, standart hatanin 3 ile ¢arpilmasiyla hesaplanir. LoQ ise standart
hatanin genellikle 10 ile ¢arpilmasiyla hesaplanir. Duruma gore ¢arpim faktorii olarak

5 veya 6 da kullanilabilir [155].

Calisma aralig1 (6l¢iim aralidi, linearite), bir metodun kabul edilebilir bir belirsizlikle

sonug¢ sagladigr derisim araligidir. Bu araligin alt sinir1 LoQ, yani tayin siniridir.

28



Calisma araliginin iist sinir1, analitik duyarliligin bozuldugu derisimdir. Calisma
araliginin belirlenmesi i¢in, beklenen derisim araligini + %10 veya hatta + %20 asacak
sekilde 6-10 farkli derisimde kalibrasyon standartlar1 ile ¢alisma yapilmali ve
sinyallere ait grafik ¢izilmelidir [156]. Ilk degerlendirme, yanit egrisinin gorsel
incelemesi ile yapilir. Daha sonra, secilen model i¢in regresyon istatistigi ve grafigi

incelenerek, derisim ve cihaz yanit1 arasindaki iliski teyit edilir [157].

Analitik duyarlilik, 6l¢iilen bir analitik derisimin degisimine karsi 6l¢iim cihazinin

yanitinda olusan degisiklik, yani yanit egrisinin egimi olarak tanimlanabilir [158].

Bir metotla elde edilen sonuglarin kalitesini ifade etmek icin, gergeklik, kesinlik ve
belirsizlik olmak iizere ii¢ temel performans 6zelligi kullanilir. Olgiim dogrulugu, tek
bir sonucun referans degere yakinligini ifade eder. Genellikle dogruluk, "gergeklik" ve
"kesinlik" bilesenleri ile ele almir. Olgiim belirsizligi ise dogrulugun giderek
yayginlasan diger bir ifadesidir. Olgiim gercekligi, metot ile elde edilen sonsuz sayida
sonucun ortalamasmin referans degerine yakinligidir. Sonsuz sayida dl¢iim almak
miimkiin olmadigindan gerceklik dl¢giilemez. Bununla birlikte, gerceklik icin sapma

tizerinden pratik bir degerlendirme yapilabilir [151].

Sapma tespiti, bir 6l¢tiimiin referans degere gore ne kadar dogru oldugunu belirlemek
icin kullanilan bir yontemdir. Bu yontem, aday metot ile elde edilen sonuglarin
ortalamasinin, uygun bir referans deger ile karsilagtirilmasina dayanir. Bu amag igin
kullanilan ii¢ genel yaklasim vardir. Bunlar, referans malzemelerin analizi, analit
eklenmis numuneler kullanarak geri kazanim deneyleri ve baska bir metot ile elde

edilmis sonuglarla karsilastirmaktir [55, 156].

Metot performans 6zelliklerinin giivenilir bir sekilde tespiti i¢in tekrarlama, kesinlik
ve sapma gibi parametreler onemlidir. Kesinlik, sonuglarin birbirine ne kadar yakin
oldugunu olger. Genellikle, sonuglarin dagilimin1 tanimlayan istatistiksel
parametreler, uygun kosullar altinda gergeklestirilen tekrar 6lgiimlerinden hesaplanan
standart sapma (veya bagl standart sapma) ile ifade edilir. "Olgiimiin
tekrarlanabilirligi" ve "Ol¢limiin tekrar iretilebilirligi" elde edilebilecek iki farkl

kesinlik Ol¢iistinii temsil eder.

Tekrarlanabilirlik, sonuclarin arasindaki en kii¢lik varyasyonu vermesi beklenen bir
analistin, ayni cihazla kisa bir zaman araliginda gerceklestirdigi Ol¢iimlerin

dagilimimin Olgiistidiir. Tekrar iretilebilirlik, sonuglar arasindaki en yiiksek
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varyasyonu vermesi beklenen laboratuvarlar arasi sonuglarin dagiliminin 6l¢iisiidiir

[151, 159].

Kesinlik, uygun bir malzeme ile yeterli sayida tekrarli 6l¢iim yapildi§i zaman
hesaplanabilir. Standart Referans Malzeme (SRM) olmasi gerekmez. Ayn1 zamanda
tekrarlar bagimsiz olmalidir. Ornegin, tim &lgiim siireci, herhangi bir numune
hazirlama basamag da dahil edilerek tekrar edilmelidir. Belirtilen en az tekrar sayisi
degisik protokollerde farklilik gosterir, fakat yaygin olarak ¢caligmalarda kullanilan her
bir malzeme i¢in 6 ile 15 arasi tekrar yapilir. Standart sapmadan, kesinlik sinir1
hesaplamak kullanighdir. Kesinlik degerini %95 giivenilirlik siurlart igerisinde

belirlemek i¢in 6lgiilen standart sapma degeri 2.8 ile ¢arpilir [152].

Belirsizlik, 6l¢iilen bir analit miktari ile iliskilendirilebilen degerlerin dagilimini ifade
eden bir 6l¢iim sonucudur [160]. Belirsizlik tahmininde, sonuca etkisi oldugu kabul
edilen tiim faktdrler hesaba katilmalidir. Ornegin, ekipman kalibrasyonu, teraziler,
termometreler, pipetler, cam malzemeler gibi ekipmanlarin kalibrasyonundan
kaynaklanan belirsizlikler. Bunlar genellikle ithmal edilebilecek kadar kiiciiktiir ve
belirsizlik tahminine dahil edilmesi gerekmez. Ote yandan, bireysel etkilerden
kaynaklanan her bir katkinin ayr1 ayr1 dikkate alinmasi1 gerekli olacaktir. Bununla
birlikte, metotla izin verilen sicaklik veya zaman araliklar1 gibi diger 6nemli etkenlerin
de katkisi ortaya ¢ikarilmalidir. Bu tiir etkiler, saglamlik caligmalari ile tespit edilebilir
[152].

Saglamlik testi, bir yontem tizerinde planl degisiklikler yapmay1 ve bu degisikliklerin
performans Tlzerindeki etkilerini arastirmayi igeren bir yontemdir. Bu yoOntem,
yontemin normal kullanim sirasindaki giivenilirliginin bir gostergesini sunmaktadir.
Boylece yontemde en Onemli etkiye sahip degiskenleri tanimlamak ve yoOntemi
kullanirken bunlarin dikkatlice kontrol altinda tutuldugundan emin olmak miimkiin
olur. Yontemin kritik oldugu bilinen kisimlarina odaklanarak gelistirmeler yapilabilir.
Kritik asamalar capraz deneylerle tekrarlanir ve elde edilen sonuglar anlamlilik testiyle
sinanir. Anlaml farklilik goriilen asamalar elde edilen farkliligin biiyiikliigline gore
siralanarak rapor edilir. Tolerans sinirlart disinda kalan farklilik goriildiigiinde

metodun ilgili agamasinin yeniden tasarlanmasi gerekmektedir [152].
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2.3 Referans Arahk

Diinya Saglik Teskilati (WHO), sagligi sadece hastalik olmama durumu degil, ayni
zamanda fiziksel, zihinsel ve sosyal refah durumu olarak tanimlar. Saglikli veya hasta
olup olmadigimiz belirli referans degerleriyle belirlenir. Bu degerler klinik tani, tedavi

takibi, prognoz, tarama, toksikoloji ve diger klinik uygulamalarda kullanilir [161-163].

Klinik laboratuvarlarda hastalarin test sonuclari, genellikle saglikli referans bir
poplilasyondan elde edilen laboratuvar test sonuglarinin merkezi %95'ini kapsayan
referans araliklar1 ile karsilastirilarak yorumlanir. Bu nedenle, dogru referans
araliklarinin belirlenmesi, klinik laboratuvar test sonuglarinin dogru bir sekilde

yorumlanmasinda dnemli bir rol oynar [164, 165].

Bu konuda yapilan ilk calismalarda referans degerleri, normal degerler olarak
adlandirilmigtir. Ancak "normal" kelimesi farkli anlamlar ¢agristirabileceginden, bu
terim karisikliga neden olmustur. 1969'da Saris ve Grasbeck, normal degerlere
adanmis bir oturumda referans deger kavramini baslatmistir [166, 167] ve referans
degerleri normal degerler yerine kabul edilmistir [168]. Bu nedenle daha sonraki
yillarda "referans deger" veya “referans aralik” terimi kullanilmaya baslanmistir.
IFCC, her laboratuvarin kendi referans araliklarini olusturmak i¢in belirli prosediirleri

izlemesini onermistir [162, 169-172].

CLSI EP28-A3c kilavuzu, referans bireylerinin se¢imi, 6n analitik ve analitik konular,
referans aralik belirlenme ¢alismast igin referans degerlerinin analizi, referans
araliklarin  teorik olarak aktarimi ve dogrulanmast icin gereken adimlarn
aciklamaktadir [173, 174]. Ancak, kanita dayali tip ¢aginda bile, referans araliklarin
karar verme araci olarak kullanimina iliskin teori ve uygulama arasinda hala 6nemli

bir bosluk oldugu diisiiniilmektedir [175].

Avrupa Birligi, tibbi cihaz yonergesinde, tani ireticilerinin test platformlar1 ve
reaktifleriyle kullanim i¢in uygun referans araliklarim1 saglamalar1 gerektigini
belirtmektedir [176-178]. Ayrica, klinik laboratuvarlarin ISO 15189 standardina
uygun sekilde akredite edilmesi ve her laboratuvarin kendi referans araliklarini
periyodik olarak yeniden degerlendirmesi gerektigi vurgulanmaktadir [148]. Ciinkii
popiilasyon, yas, diyet, teknik ve referans grubunun secimindeki farkliliklar, her

laboratuvarin kendi referans araliklarini belirlemesini gerektirmektedir [176, 179].
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Referans aralik belirleme ¢aligmasi yapilirken belirli bir yol haritasi izlenir [180].
Referans aralik saptanmasi seklinin belirlenmesi, referans bireylerin secilme
yonteminin belirlenmesi, Standart anket formunun olusturulmasi, referans araligi
saptanacak analitlerin  Ozelliklerinin ~ belirlenmesi, laboratuvar  kosullarinin
hazirlanmasi, analitik kontroliin degerlendirilmesi ve siirdiiriilmesinin saglanmasi
belirlenmis kriterlere gore verilerin toplanmasi, verilerin istatistiksel dagiliminin
degerlendirilmesi ve istatistiksel yonteme gore referans araliklarin hesaplanmasi

asamalari bu yol haritasini olusturmaktadir [180, 181].

Bireyin normal saglik durumunu belirlemek zordur ve degerleri baska bir kisinin
degerleriyle uyusmaz. Ayrica, ayni kisi bile farkli zamanlarda farkli saglik
kosullarinda olabilir. Normal degerleri bir popiilasyona uygulamak anlamsizdir ve
referans araliklarini belirlerken normal bireyler yerine referans bireylerin degerleri

kullanilmalidir [182].

Referans birey, belirli kriterlere gore se¢ilmis kisidir; referans araligi ise, bu bireylerin
olusturdugu referans dagilimindan belli istatistiksel yontemler kullanilarak elde edilen
referans degerlerinin araligidir. Referans bireylerinin se¢imi referans araliginin
belirlenmesinde 6nemli bir adimdir. ilk olarak referans popiilasyonunun dogru bir
sekilde belirlenmesi gerekmektedir. Referans popiilasyonu, genellikle istatistiksel bir
calismada hedef alinan ancak tamamina ulasilmasi1 zor veya imkansiz olan kitleyi

temsil eder [183].

Referans popiilasyonundan belirli kriterler kullanilarak se¢ilmis bireylerden
olusturulan kitleye ornek referans kitlesi denir [184]. Referans Kitlesi, referans
poplilasyonundan belirli kriterler kullanilarak segilen bireylerden olusur. Referans
popiilasyonu, belirli bir 6zelligi tasiyan bireylerin olusturdugu bir popiilasyondur.
Ornegin, bir referans popiilasyonu, saglikli bireylerden olusabilir. Bu bireylerin nasil
secilecegi konusunda c¢esitli yontemler vardir. Dogrudan ve dolayli ornekleme

yontemleri mevcuttur.

Dogrudan 6rnekleme, IFCC tarafindan onerilen ve bir dizi kriterin hasta se¢iminde
kullanilmast yoluyla yapilir. Bu kriterlere diglama kriterleri denir. Bazi diglama

kriterleri ayn1 zamanda gruplama amaciyla da kullanilabilmektedir (Tablo 2.9).

Dolayli 6rnekleme ise daha pratik bir yontemdir [185]. Bu yontemde, belirli bir

Ozelligi tastyan bireylerin olusturdugu bir veri kitlesi kullanilir. Ancak, bu tip
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ornekleme ile toplanan veri Kkitlelerinin istatistiksel analizi daha farkli islemler
gerektirir. Dolayli 6rnekleme yontemleri, laboratuvar bilgi sistemlerinin yardimi ile
kolay uygulanir hale gelmis ve yayginlasmistir [186]. Ancak, her iki yontemin de bazi

dezavantajlar1 vardir [187].

Ornegin, referans araliklariin hastaneler arasinda farklilik gdstermesi gibi bir
dezavantaj1 vardir. Bunun yani sira, elde edilen alt ve iist referans limitleri tamamiyla
kullanilan matematiksel metoda baglh kalmaktadir. Bu nedenle, referans araliklarinin

daha genel bir hasta popiilasyonuna uygulanmasi sakincali goriilmektedir [188].

Tablo 2.9 Referans kitle belirlenirken kullanilan diglama ve gruplama kriterleri [55].

Dislama Gruplama

Yas Yas

Alkol kullanimi Menstrual siklus
Kan bagisi Diyet

Mag kullanim1 Cografi yerlesim

Son zamanlarda ameliyat Biyoritm

Obezite Kan grubu

Hastaliklar Irk

Meslek Ornekleme sirasindaki postiir
Laktasyon Sigara kullanimi

Cinsiyet Cinsiyet

Tansiyon Ornek alim saati

Egzersiz Egzersiz

Gebelik Gebelik

Aclik ve tokluk Aclik ve tokluk

Referans gruplarini degerlendirirken veri sayisit olduk¢a dnemlidir. Referans aralig
tayininde kullanilan istatistiksel yontemleri parametrik ve non-parametrik olarak ikiye
ayrrabiliriz [175, 189].
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Dagilim tipi belirlendikten sonra, dagilima etki edebilecek faktorler goz oOntinde
bulundurulmalidir, 6zellikle de siklikla veri sayisinin diisiik oldugu durumlarda. Olas1
etkileri en aza indirgeyebilmek ve metodumuzun giivenilir sekilde c¢alismasini
saglayabilmek icin kullanmamiz gereken veri miktar1 arastirmalarda belirlenmistir.
Non-parametrik testler kullanildigi takdirde en az 120 veri ile c¢alisilmasi

onerilmektedir (Tablo 2.10) [173].

Veri sayisinin artmasi Gaussian istatistigini daha kuvvetli kilmaktadir, ancak

dagilimda u¢ degerlerin daha fazla bulunmasina yol agabilmektedir.

Tablo 2.10 Dagilima gore referans aralik hesaplama yontemlerinin 6zet

karsilastirmasi [55].

Non-parametrik Parametrik
Orneklem 120 40
Genigsligi
Dagilim Herhi:égllj Ib égﬁ?lfglhm Normal dagilimi gerekir

Karmasik olabilir, Gauss dagiliminin
kanit1 gerekir, Verilerin doniistiiriilmesi
gerekebilir

IFCC, CLSI -

Basittir, Uzmanlik

Uygulanabilirlik gerektirmez

Tavsiye eden
kurulus

Bir dagilimda sapan degerlerin olusmasi kacinilmazdir. Bu nedenle, 1yi ayiklanmis bir
veri setinde bile sapan degerlerin bulunabilecegini unutmamak énemlidir [190]. Sapan
degerleri arindirmak i¢in Dixon metodu, blok dagilim, standart sapma, Grubbs T

istatistigi ve box-plot grafigi kullanilmaktadir.

Grubbs T istatistiginde Orneklemin normal dagilim gostermesi gerekmektedir.
Kosullar sorgulanirken Ho hipotezi aykir1 deger olmadigini Hi hipotezi en az bir aykiri

deger oldugunu gosterir [191].

C = lyi — ¥l (2.1)
S
a
N-1 t? Gy N —2)
G > a (2.2)
VN |[N-2+ t2 (o N = 2)
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Denklem 2.1°de, y 6rneklem ortalamasini, s ise standart sapmay1 gostermektedir. Eger

Denklem 2.2°deki kosul saglanirsa Ho hipotezi reddedilir. Denklem 2.2°de,
t? (%,N - 2), N-2 serbestlik derecesi ve a/2N anlam seviyeli t dagiliminin tablo

degeridir. N ise 6rneklemin hacmini gostermektedir.

Tablo 2.11 Sapan deger tespit etmek i¢in kullanilan diger yontemlerin kullanim

sekilleri ve hesaplama formiilleri.

Yontem  Ozellikler Hesaplama Formiilii
Veri setinin ortalamasindan kag standart

Z-Skoru  sapma uzaklikta oldugunu 6lger. Burada -

[192] 3’ten kiiciik ve 3’ten biiylik degerler aykir
deger olarak tespit edilir.

Z=(X-w/o

Alt Smir=Q1 - 1.5X

Tukey . . .. IQR
Yéntemi Alt ve st sinir1 belirlemek i¢in kullanilir. Ust Simir = Q3 + 1.5
x IQR

Tablo 2.11°de verilen diger sapan deger tespit etme yontemlerine ait formiillerde Q1,
veri setinin alt ¢eyregi; Q3, veri setinin {ist ¢eyregi; IQR, ceyrekler arasi aralik; x,
herhangi bir veri noktasi; p, veri setinin ortalamasi; ve o, veri setinin standart

sapmasidir.

Dixon yontemi, sapan deger ayiklama yontemlerinden biridir. Bu yontem, bir veri
setindeki en biiylik ve en kiiclik degerlerin diger degerlere gore ne kadar ayrik
oldugunu 6lger (Denklem 2.3) [193].

lx; — x;

= — 2.3
0= 23)
Burada, Xi en biiyiik veya en kiigiik degerdir (i=1 veya i=n), x1 en kiiglik degerdir ve
Xn en bliylik degerdir. Q degeri, bir sinir degeri ile karsilastirilir ve sinir degerinden
biiyiikse, en biiyiik veya en kii¢lik deger sapan deger olarak kabul edilir. Sinir degeri,

veri setinin boyutuna ve belirlenen giiven araligina bagli olarak degisebilir.

Dixon yontemi, sadece kiigiik boyutlu veri setleri i¢in uygundur ve biiylik boyutlu veri

setleri i¢in diger yontemler daha uygun olabilir.

Referans aralik belirleme analizi yapilirken izlenmesi tavsiye edilen yol haritas1 Sekil

2.4’de gosterilmistir.
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Referans aralik hesaplamasi yapilacak teste ait verilerin normallik sinamasi
yapilmalidir. Parametrik dagilim gostermesi gereken verilerin normal dagilim
gostermedigi durumlarda logaritmik transform ve u¢ deger ayiklamasi yapilmalidir.
Parametrik dagilimda referans aralik hesaplamasi yapmak icin g¢eyrekler araligi
kullanilir. Ortalama + (1.96 x standart sapma) ile alt ve {ist referans degerler

hesaplanabilir [20, 173].

Non-parametrik dagilimda referans aralik hesaplamak i¢in 6ncelikle veriler kiiciikten
bliyiige dogru siralanir. Eger n sayida referans bireye ait test sonucunun referans araligi
%95 giiven araliginda hesaplanacak ise bu sinirlardaki degerler (n+1) degerinin
strastyla 0.025 ve 0.975 ile ¢arpilmasiyla elde edilir. Bu degerler 6nerilen 120 referans

bireylik 6rneklem genisligi igin 3 ve 118. deger siralarina denk gelmektedir [20, 173,
194, 195].
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Sekil 2.4 Referans aralik hesaplamalarinda kullanilacak yol haritasi (Sekil miro [196] araciligiyla yapilmistir) [55].

37



3. GEREC VE YONTEM
3.1 Etik Bildirim

Deneyler Bezmialem Vakif Universitesi biinyesinde bulunan Tibbi Biyokimya
Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvari, Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Rutin
Tibbi Biyokimya Laboratuvart ve ilag Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
yapilmistir. Bu calisma Bezmialem Vakif Universitesi Rektorliigii Girisimsel
Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu’nun 18.02.2020 tarihli 04/64 sayili karari ile onay

aliarak gerceklestirilmistir.
3.2 Gereg¢

Deneylerde kullanilan cihazlar Tablo 3.1°de bildirilmistir.

Tablo 3.1 Kullanilan cihazlar.

Cihaz

Marka/Model

pH metre
Ultra saf su cihazi
Hassas terazi
Otomatik pipetler

Milwaukee MI-151
New Human Power Series
Daihan Biomedical SC210

eppendorf Research plus

Santrifiij HERMLE Z 326 K
Konsantrator eppendorf Concentrator plus
Vorteks DLAB MX-S
Su banyosu memmert WNB22
LC-MS/MS LC-HRMS Thermo Q Exactive
Buzdolab1 EMSAS
Derin dondurucu JP Selecta
-86 °C Haier DW-86L.486
Ultrasonik su banyosu JP Selecta

Manyetik karistirict

neuation iStir HP 10M

Deneylerde kullanilan kimyasallar Tablo 3.2°de bildirilmistir.



Tablo 3.2 Kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Uretici Firma
Metanol Merck
Asetonitril Sigma-Aldrich
n-Hekzan Sigma-Aldrich
Formik asit Merck
Kloroform Sigma-Aldrich
Etanol Merck
Sodyum hidroksit Merck
Sodyum kloriir Merck
2-propanol Sigma-Aldrich
Lipaz Sigma-Aldrich
Phylloquinone Sigma-Aldrich
Vitamin K 2,3-epoxide TRC
Vitamin K-d7 (5,6,7,8-ds, 2-methyl-ds) TRC
Vitamin Kz (MK-4) TRC
Vitamin Kz (MK-7) TRC

3.3 Yontem

3.3.1 Standart ve stok soliisyonlar

Standartlar hazirlanirken internal standart olarak Vitamin K-d7 (5,6,7,8-d4, 2-methyl-
d3) kimyasali kullanildi. Biitiin standartlar metanol igerisinde ¢oziildii. Internal
standart soliisyonu 500 ng/mL yogunlukta hazirlandi. Metot kalibrasyonu igin
filokinon ve Vitamin K (MK-4) kimyasallar1 ile 500 ng/mL’den 0.06 ng/mL
yogunluga kadar standart hazirlandi (Tablo 3.3). Kalibrasyon standartlarinin her biri

igerisine son yogunluk 10 ng/mL olacak sekilde internal standart eklendi.
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Tablo 3.3 Kalibrasyon standartlarinin konsantrasyonlari.

Standart  Yogunluk (ng/mL)

Standart 1 500.00
Standart 2 250.00
Standart 3 125.00
Standart 4 62.50
Standart 5 31.25
Standart 6 15.63
Standart 7 7.81
Standart 8 391
Standart 9 1.95
Standart 10 0.98
Standart 11 0.49
Standart 12 0.24
Standart 13 0.12
Standart 14 0.06

3.3.2 Numune hazirlama

Serum numuneleri hazirlanirken 6ncelikle Vitamin K-d7 (5,6,7,8-d4, 2-methyl-d3)
kimyasali ile hazirlanan internal standart eklendi. Serum igerisindeki proteini
¢oktiirmek i¢in etanol, metanol, asetonitril, kloroform, n-Hekzan, Lipaz ve amonyum
stilfat ¢ozeltileri kullanildi. Sicak su banyosunda (37 °C) ve derin dondurucuda (-20
°C) 15-30 dk inkiibasyon yapildi.

Daha sonra vortex ve santrifiij yapildi. Ust faz alinarak konsantratdr cihazinda
ucuruldu. Kalint1 2-propanol, asetonitril ve metanol kimyasallari ile ¢6ziilerek serum
numunelerine ait analitler hazirlandi. Bu basamaklarin farkli kombinasyonlarla
smandigr metotlar Tablo 3.4’te gosterilmistir. Ornek olmasi icin Yontem 12’ye ait

numune hazirlama basamaklar1 Sekil 3.1°de 6zetlenmistir.

40



Tablo 3.4 Vitamin K 6l¢limiinde kullanilacak en uygun metodun belirlenmesi igin sinanan alternatif metotlara ait ekstraksiyon basamaklarinin

detayl karsilastirmasi.

Metot l\Illijlrl?tl:l:le ;:?;ﬁg;?lt Lipaz (1000 1U) Organik Coziicii Inkiibasyon Santrifiij n-Hekzan Konsantrasyon
1 250 uL 50 uL Yok 250 uL Etanol Yok 12000 g'de 5 dk 1mL Var
2 250 uL 50 uL Yok 250 uL Metanol Yok 12000 g'de 5 dk 1mL Var
3 250 uL 50 uL Yok 500 uL Metanol Yok 12000 g'de 5 dk 1mL Var
4 250 uL 50 uL Yok 250 pL Metanol -20 °C'de 60 dk 12000 g'de 5 dk 1mL Var
5 250 uL 50 uL Yok 250 pL Metanol Yok 12000 g'de 5 dk 2mL Var
6 250 uL 50 uL Yok 250 uL Metanol Yok 12000 g'de 5 dk 1mL Yok
7 250 uL 50 uL Yok 250 uL Amonyum siilfat 1:1 (m/v) Yok 12000 g'de 5 dk 1mL Var
8 250 uL 50 uL Yok 250 pL Asetonitril Yok 12000 g'de 5 dk 1mL Var
9 250 uL 50 uL Yok 250 pL Chloroform Yok 12000 g'de 5 dk 1mL Var
10 250 uL 50 uL 250 uL 250 pL Metanol 37 °C'de 15dk 12000 g'de 5 dk 1mL Var
11 250 uL 50 uL 250 uL 250 uL Metanol 37°C'de 15dk 12000 g'de 5 dk 1mL Yok
12 250 uL 50 uL 250 uL 250 pL Metanol 37 °C'de 15dk 12000 g'de 5 dk Yok Yok
13 250 uL 50 uL 500 uL 250 uL Metanol 37°C'de 15dk 12000 g'de 5 dk Yok Yok
14 250 uL 50 uL 125 uL 250 pL Metanol 37 °C'de 15dk 12000 g'de 5 dk Yok Yok
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Intensity

Sekil 3.1 Numune hazirlama basamaklarinin sematik gosterimi (Sekil BioRender

araciligryla olusturulmustur [197].).
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3.3.3 Analitik sartlar

Hazirlanan analitler LC-HRMS (liquid chromatography-high resolution mass
spectrometry) Thermo Q Exactive cihazinda analiz edildi. Kiitle spektrometresinde
iyonizasyon kaynagi olarak APCI kullanildi. Analitik sartlarla ilgili detaylar Tablo

3.5’te gosterilmistir.

Tablo 3.5 Kiitle spektrometrisi analitik sartlari.

Parametre Secim
Ion kaynag APCI
Kiitle tarama arahgr 350-900 m/z
Sheath gas akis oram 45
Aux gas akis orani 10
Sprey voltaj1 (kV) 3.80
Kapiler sicaklik (°C) 320
Aux gas sicakhig (°C) 320
S-lens RF seviyesi 50

Kromatografik ayirim 40 °C’de Phenomenex Luna C18 - 100 x 2 mm - 3 p kolonu
kullanilarak yapildi. Mobil faz olarak su igerisinde % 0.1 formik asit ve 3:1 (v/v)

metanol/asetonitril kullanildi. Mobil fazlara ait gradyan Tablo 3.6’da sunulmustur.

Tablo 3.6 Likit kromatografi mobil faz gradyani.

Zaman (dk) Akis (mL/dk) Mobil faz B (%)
0 0.5 40
1 0.5 50
3 0.5 90
6 0.5 100
7 0.5 50
15 0.5 40

Vitamin K, Vitamin Ki-d7, MK-4 ve MK-7’ve ait kiitle/yiik (m/z) oranlar1 Tablo

3.7°de verilmistir.
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Tablo 3.7 Vitamin K ve tiirevlerinin 6ncii iyon ve iiriin iyonlarina ait kiitle yiik

oranlar1 ve kullanilan iyonlastirma enerjileri.

Bilesik Oncii iyon (m/z)  Uriin Iyon (m/z) EP (v) CE (V)
Vitamin K 451.35 187.1/185.1 11 31
Vitamin Ki-d7 458.40 193.8 9 10
Vitamin Ko-MK-4 445.31 186.9/227.1 9 24
Vitamin K>-MK-7 649.50 186.9/94.9 9 32

3.3.4 Validasyon ¢calismalar1
Gelistirilen nihai metot validasyon ¢aligsmalar1 kapsaminda 6lgtim sinir1, dogrusallik,

gergeklik, kesinlik ve saglamlik testlerine tabi tutuldu.

Olgiim sinir1 testleri kapsaminda konsantrasyonu 0.5 ng/mL olan Vitamin K, MK-4 ve
MK-7 analitleri 10 tekrarli olarak ¢alisildi. Elde edilen sonuglarin standart hatas1 3 ile

carpilarak algilama sinir1 belirlendi. Standart hata 10 ile garpilarak tayin sinir1 tespit
edildi.
Dogrusallik testleri kapsaminda 10 farkli konsantrasyonda kalibrasyon standarti

hazirlandi. Hazirlanan standartlar 6 tekrarli olarak calisildi. Kalibrasyon egrisi ¢izildi.

Sonuglar regresyon analizi ile incelendi.

Gergeklik, kesinlik ve saglamlik testleri kapsaminda 5, 10 ve 20 ng/mL
konsantrasyona sahip Vitamin K analitleri hazirlandi. Analitler 2 ayr1 giinde 2 ayri
analist tarafindan hazirlandi ve 10 tekrarli olacak sekilde analiz edildi. Analiz

sonucunda giin i¢i ve glinler arasi, ortalama ve bagil standart sapma hesaplandi.

Geri kazanim testleri kapsaminda serum havuzu numunesi hazirlandi. Hazirlanan
serum havuz numunesi 2’ye ayrildi. Ayrilan numunelerden birisine 1 ng/mL Vitamin
K ¢ozeltisi eklendi. Analitler 10 tekrarli olarak analiz edildi. Elde edilen sonuglara

gore ylizde geri kazanim ve bias hesaplandi.

3.3.5 Referans aralik calismalari
Dahil olma ve dislama kriterlerini (Tablo 3.8) saglayan 64 kadin ve 67 erkek saglikli
kontrol grubu goniilliisiine ait serum numuneleri, gelistirilen metodun nihai numune

hazirlama prosediiriine uygun sekilde hazirland1 ve analiz edildi.
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Tablo 3.8 Referans aralik hesaplamalari igin segilen referans kitleye ait dahil olma

ve dislama kriterleri.

Durum Kriter

Dahil Olma 18-65 yas aras1 saglikli kadin veya erkekler

Kanama ve pihtilasma bozuklugu hastalig1 olanlar
Gebelik
Malignite
Obezite
Hipertansiyon
Kardiyovaskiiler hastaliklar
Genetik hastaliklar

Dislama [lag¢ kullanimi
Alkol ve/veya sigara kullanimi
Vitamin ve/veya takviye gida kullanimi
Kan don6rii olma
Laktasyon
Yakin zamanda ameliyat hikayesi
Yakin zamanda transfiizyon hikayesi

Oral kontraseptif kullanimi

3.3.6 Istatistiksel analiz
Validasyon ¢alismalarinda uygulanan istatistiksel analizler R kodlama dili ile RStudio

2022.12.0+353 programu tizerinde dplyr [198], tidyr [199] ve ggplot2 [200] paketleri

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Spektrum analizleri agik kaynak kodlu MZmine 3 yazilimi iizerinde

gerceklestirilmistir [127].

Referans aralik hesaplamalar1 Python [201] kodlama dili ile Google Colab platformu
tizerinde pandas [202], numpy [203], matplotlib [204] ve seaborn [205] kiitiiphaneleri
kullanilarak yapilmistir [206].
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Metot Gelistirme Bulgular:

Vitamin K1, MK-4 ve MK-7 seviyelerini tayin etmek i¢in denenen 14 farkli metotlara
ait 6 tekrarli geri kazanim c¢alismalarinin ortalama sonuglari Tablo 4.1°de sunulmustur.
Karsilagtirma yapilan yontemler arasinda en iyi sonuglarin sirastyla 12, 13, 14, 10 ve

2. yonteme ait oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.1 Sinanan tayin metotlarinda elde edilen Vitamin K ve tiirevlerine ait geri

kazanim degerleri.

Metot Vitamin K1 Vitamin K2-MK-4 Vitamin K>-MK-7
1 27.60 27.59 14.88
2 48.76 46.28 33.58
3 36.80 37.38 23.80
4 28.52 28.48 15.73
5 30.36 27.59 16.15
6 32.20 32.04 19.13
7 9.20 8.90 5.95
8 14.72 14.69 2.76
9 23.00 23.14 10.63
10 50.60 48.06 35.28
11 32.20 28.48 17.43
12 92.00 88.11 83.73
13 57.04 56.07 42.08
14 53.36 48.06 36.55

Vitamin K1, MK-4 ve MK-7 seviyelerini tayin etmek i¢in denenen 14 farkli yonteme
ait 6 tekrarli analizlerin ortalama sinyal oranlari Tablo 4.2°de sunulmustur.
Karsilagtirma yapilan yontemler arasinda en iyi sonuglarin sirasiyla 12, 13 ve 14.
yonteme ait oldugu tespit edilmistir. Yapilan karsilastirmalar sonunda nihai metot
olarak 12. yontemin secilmesine karar verilmistir. Bu yontemde, 250 pL serum
numunesi igerisine 50 pL IS (500 ng/mL) ve 250 pL Lipaz (1000 1U) enzimi eklenerek

37 °C'de 15 dk inkiibe edilmektedir. inkiibasyon sonrasinda proteinleri ¢oktiirmek
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amaciyla 250 pL metanol eklenmis ve 12000 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda olusan iist faz HPLC viallerine alinarak enstriimental analize geg¢ilmistir.
Analitler LC-HRMS-APCI cihazi ile B6liim 3.3.3’de belirtilen analitik sartlar altinda
15 dakika analiz edilmistir. Yontemin 6n hazirlik ve ekstraksiyon siiresi ise 25 dakika

surmektedir.

Tablo 4.2 Sinanan tayin metotlarinda elde edilen Vitamin K ve tiirevlerine ait sinyal

degerleri.

Metot Vitamin K1 Vitamin Ko>-MK-4 Vitamin K>-MK-7
1 3.31E+06 3.31E+06 1.53E+06
2 6.58E+06 6.25E+06 4.20E+06
3 4, 78E+06 4.49E+05 3.09E+05
4 3.58E+06 3.58E+06 1.93E+05
5 5.77TE+06 5.24E+06 3.07E+06
6 6.50E+06 6.60E+05 3.83E+05
7 6.51E+05 6.92E+04 4.21E+05
8 1.33E+06 1.32E+06 2.49E+05
9 2.83E+06 2.85E+06 1.31E+06
10 2.81E+07 2.67E+07 1.98E+06
11 1.18E+07 1.04E+07 6.45E+05
12 9.66E+07 8.02E+07 7.95E+07
13 5.71E+07 5.61E+07 4.21E+06
14 4.79E+07 4,32E+06 3.28E+06

Vitamin Ki;, MK-4 ve MK-7 seviyelerini tayin etmek i¢in denenen yontemlere ait

kromatogramlar Sekil 4.1-6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Yontem 2’nin serum analitlerine ait kromatogrami.
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Sekil 4.2 Yontem 12°nin serum analitlerine ait kromatograma.
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Sekil 4.3 Yontem 12’ye ait standart analitlerinin kromatograma.
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Sekil 4.4 Vitamin K; kromatogrami.
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Sekil 4.5 Vitamin Ky IS kromatograma.
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Sekil 4.6 Vitamin K>-MK-7 kromatogrami.
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4.2 Validasyon Bulgulari

4.2.1 Dogrusallik

Gelistirilen metodun dogrusallik analizleri amaciyla 10 farkli konsantrasyonda
Vitamin Kj kalibrasyon standarti 6 tekrarli olarak ¢alisildi. Korelasyon kat sayisi
0.9957 olarak bulundu. Kalibrasyon egrisi Sekil 4.7°de sunulmustur.

¥ = B.0T6e-4X; R*2: 0.9857; Origin: Force; W: Equal; Area

TrrrrrrTmEr T e T e
300 400 500

0 100 200

Sekil 4.7 Vitamin K1 e ait 10 noktali kalibrasyon egrisi.

Gelistirilen metodun dogrusallik analizleri amaciyla 10 farkli konsantrasyonda
Vitamin K>-MK-4 kalibrasyon standarti 6 tekrarli olarak c¢alisildi. Korelasyon kat
say1s1 0.9957 olarak bulundu. Kalibrasyon egrisi Sekil 4.8’de sunulmustur.
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Y = 8.158e-4X; R*2: 0.9964; Origin: Force, W: Equal, Area

0.00 e
0 100 200

200 400 500

Sekil 4.8 Vitamin Ko>-MK-4’¢ ait 10 noktali kalibrasyon egrisi.

Hu ve arkadaslari, yaptiklar1 ¢alismada LC-APCI-MS/MS ile Vitamin K miktarini
tayin etmeyi amaglamistir [207]. Ortalama %83 geri kazanimla 0.10 ng/mL LoQ

degerinde dl¢limii 15 dakikalik analiz sonucunda yaptiklarini bildirmislerdir.

Gentili ve arkadaslari, LC-APCI-MS/MS QTrap cihazi ile Vitamin K ve MK-4 miktar
tayini gergeklestiren bir metot gelistirmistir [208]. Metodun ekstraksiyon basamaginda
3 asamali n-Hekzan ve 2 asamali dondurma islemleri yapilmistir. Analiz siiresi 22
dakika siiren metodun Vitamin K ve MK-4 LoQ degerlerinin sirasiyla 0.087 ng/mL ve
0.207 ng/mL oldugunu tespit etmislerdir.

Hirauchi ve arkadaslari, HPLC-Florometri cihazi ile Vitamin K ve MK-4 miktar tayini
yapan bir metot gelistirmistir [19]. Metodun ekstraksiyon basamaginda 6 mL n-
Hekzan ve yontem maliyetini arttiran kati1 faz ekstraksiyon filtreleri kullanilmistir.
Analiz siiresi 30 dakika siiren metodun Vitamin K ve MK-4 LoQ degerlerinin 0.03
ng/mL oldugunu bildirmislerdir.

Sandvik ve arkadaslari, Stiperkritik akiskan kromatografi tandem kiitle spektrometresi
cihazinda ESI ile Vitamin K miktarini tayin edebilen metot gelistirmistir [15]. Bu

metodun ekstraksiyon basamaginda ters faz kati faz ekstraksiyon pleytleri
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kullanilmistir. Ortalama %60 geri kazanimla 0.1 ng/mL LoQ degerinde o&l¢iim
gercgeklestirdiklerini bildirmislerdir.

Suhara ve arkadaslari, LC-APCI-MS/MS cihaz ile Vitamin K, MK-4 ve MK-7 miktar
tayini yapan bir metot gelistirmeyi amaglamistir [16]. Gelistirilen metodun
ekstraksiyon basamaginda 13 mL n-Hekzan ve kati faz ekstraksiyon filtreleri
kullanilmistir. Analiz siiresi 80 dakika ve yikama ile birlikte toplamda 120 dakika
stiren metodun Vitamin K, MK-4 ve MK-7 geri kazanim oranlarinin sirasiyla %98,
%102 ve %102 oldugunu belirtmislerdir. Vitamin K, MK-4 ve MK-7 LoQ degerlerinin
strastyla 0.04 ng/mL, 0.05 ng/mL ve 0.08 ng/mL oldugunu belirtmisglerdir.

Arachchige ve arkadaglari, UHPLC-ESI-MS/MS Orbitrap cihazi ile Vitamin K, MK-
4 ve MK-7 miktar tayini gergeklestiren bir metot gelistirmistir [209]. Metodun
ekstraksiyon basamaginda fosfolipid ayristirici pleyt kullanmislardir. Analiz siiresi 19
dakika siiren metodun Vitamin K, MK-4 ve MK-7 i¢in ortalama geri kazanim
oranlarinin sirastyla %89, %98 ve %90 oldugunu LoQ degerlerinin sirasiyla 0.3

ng/mL, 0.3 ng/mL ve 0.5 ng/mL oldugunu bildirmislerdir.

Abro ve arkadaglari, HPLC-APCI-MS/MS Orbitrap cihazi ile Vitamin K miktar tayini
gerceklestiren bir metot gelistirmistir [210]. Metodun ekstraksiyon basamaginda 3
asamali metanol kat1 faz ekstraksiyon filtrelerini kullanmiglardir. Analiz stiresi 15
dakika stiren metodun ortalama geri kazanim oraninin %86 oldugunu ve L0Q

degerinin 0.17 ng/mL oldugunu bildirmislerdir.

Klapkova ve arkadaslari, HPLC-Florometri cihazi ile Vitamin K, MK-4 ve MK-7
miktar tayini gerceklestiren bir metot gelistirmistir [211]. Ekstraksiyon basamaginda
3 asamal1 n-Hekzan ve kati faz ekstraksiyon filtreleri kullanilmigtir. Analiz siiresi 20
dakika siiren metodun Vitamin K, MK-4 ve MK-7 i¢in LoQ degerlerinin sirastyla 0.03
ng/mL, 0.04 ng/mL ve 0.03 ng/mL dolugunu bildirmislerdir.

Song ve arkadasglari, HPLC-APCI-MS cihazi ile Vitamin K miktar tayini
gerceklestiren bir metot gelistirmistir [212]. Ekstraksiyon basamaginda 3 mL n-
Hekzan kullanilmistir. Analiz siiresi 13.5 dakika stiren metodun Vitamin K i¢in LoQ

degerinin 0.3 ng/mL oldugunu bildirmislerdir.

Bu tez calismasinda gelistirilen yontemde, dolasimda yaglar ile birlikte lipoproteinler

araciligiyla tasman Vitamin K ve alt tiirevleri lipaz enzimi destekli ekstraksiyon
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sayesinde ayristirilmaktadir. Boylece kat1 faz ekstraksiyona gerek kalmadan %92 geri

kazanimla 6n hazirlik dahil 30 dakika igerisinde analiz tamamlanabilmektedir.

4.2.2 Stabilite

Gelistirilen nihai metodun saglamlik testleri kapsaminda rutin laboratuvarlarda
kullanima uygunlugu degerlendirmek amaciyla hazirlanan analitler oda sicakligi, 2-8
°C, 60 °C ve -86 °C saklanarak 7 giin analiz edilerek takip edilmistir (Tablo 4.3). Oda
sicakligi ve 2-8 °C’de saklanan analitlerin giin i¢i ¢alisilmasinda herhangi bir sorun
olmadigr tespit edilmistir. Ancak Vitamin K ve tiirevleri 1518a hassas olduklari i¢in

saklama kosullarinin karanlik olmas1 gerekmektedir.
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Tablo 4.3 Farkli sicakliklarda bekletilen analitlerin Vitamin K seviyelerindeki degisim.

Oda Sicakhg 2-8 °C 60 °C -86 °C
Giin (Onlgg;:rl]f; %Fark (Onlgg;:rl]il; %Fark ((r)]lg‘;;:rllil; %Fark (Onlgg;:rl:_l; %Fark
0 150 0,00 150 0,00 150 0,00 150 0,00
1 146 2.67 145 3.33 141 6.00 148 1.33
2 142 5.33 142 5.33 133 11.33 149 0.67
3 140 6.67 139 7.33 116 22.67 146 2.67
4 138 8.00 135 10.00 104 30.67 148 1.33
5 137 8.67 132 12.00 85 43.33 145 3.33
6 131 12.67 131 12.67 82 45.33 146 2.67
7 129 14.00 128 14.67 77 48.67 147 2.00
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4.2.3 Ol¢iim ve raporlama sinir1

Gelistirilen metodun 6lgtim sinir1 belirleme ¢alismalarinda konsantrasyonu 0.5 ng/mL
olan Vitamin K, MK-4 ve MK-7 analitleri 10 tekrarli olarak calisildi. Elde edilen
sonuglarin standart hatasi 0.009 olarak hesaplandi. Buna gore metodun LoD ve LoQ

degeri sirasiyla 0.02 ng/mL ve 0.09 ng/mL olarak hesaplandi.

4.2.4 Gergeklik, kesinlik ve dogruluk

Gergeklik, kesinlik ve dogruluk testleri kapsaminda yapilan ¢aligmalar sonucunda
ortalama bagil standart sapma %?2.15 olarak hesaplandi. Ek olarak 10 ng/mL, 5 ng/mL,
1 ng/mL ve 0.5 ng/mL Vitamin K konsantrasyonuna sahip analitler 10 tekrarli olarak
calisilmigtir. Her tekrarda elde edilen veriler, ortalamalar ve bagil standart sapmalar

Tablo 4.4’te sunulmustur.
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Tablo 4.4 Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan analitler ile yapilan tekrarlanabilirlik

analizi sonuglari.

Beklenen (ng/mL) Replika Sonu¢ (ng/mL) Ortalama (ng/mL) %RSD

1 10.24
10.13
9.78
10.11
10.36
9.84
10.17
10.15
9.75
10.08
4.89
5.26
4.88
4.93
4.84
4.81
4.84
5.13
4.88
4.89
0.81
0.83
0.80
0.86
0.84
0.89
0.83
0.90
0.86
0.83
0.48
0.46
0.47
0.53
0.53
0.52
0.54
0.47
0.48
0.54

10 10.06 1.920548

O oo NOoO ok~ whN

RN
o

4.94 2.771506

O 00O ~NOoO Ol WN -

[EEN
o

0.85 3.616571

O oo ~NOoO ool WN -

[EEN
o

0.5 0.5 6.18385

O o0 NO UL r WN -

[N
o
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4.2.5 Yeniden iiretilebilirlik ve saglamhk
Vitamin K konsantrasyonlari 5 ng/mL, 10 ng/mL ve 20 ng/mL olan analitlerin 10
tekrarli olarak 2 farkli analist tarafindan calisilmasi sonucunda elde edilen verilerin

giin-ici, glinler-aras1 ve analistler aras1 ortalama degerleri Tablo 4.5’te sunulmustur.

Tablo 4.5 Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan analitler ile yapilan yeniden

iiretilebilirlik ve saglamlik analizleri sonuglari.

Konsantrasyon (ng/mL) 5 10 20
Analist 1 - Giin 1 5.52 10.85 21.89
Analist 1 - Giin 2 5.23 10.26 21.01
Analist 2 - Giin 1 521 10.91 21.93
Analist 2 - Giin 2 5.38 10.66 21.68

Giin-i¢i (Giin 1) 5.365 10.88 21.91

Giinler-arasi (Analist 1) 5.375 10.555 21.45

Giin-i¢i (Giin 2) 5.305 10.46 21.345

Giinler-aras1 (Analist 2) 5.295 10.785 21.805
%RSD 2.350504 2.381133 1.705896

Geri kazanim testleri kapsaminda hazirlanan serum havuzu numunesine ait Vitamin
K, MK-4 ve MK-7 seviyeleri sirastyla 1.72 ng/mL, 0.84 ng/mL ve 0.53 ng/mL olarak
tespit edildi. Numune igerisine 1 ng/mL Vitamin K eklendi. Analitler 10 tekrarli olarak
caligildiktan sonra Vitamin K, MK-4 ve MK-7 i¢in elde edilen ortalama yiizde geri

kazanim degerleri sirastyla %94, %88 ve %85 olarak hesaplandi.

4.3 Referans Aralik Calismalar:

Referans aralik ¢alismalarina dahil olma ve diglama kriterlerini saglayan 64 kadin ve
67 erkek saglikli kontrol grubu referans Kitle olarak dahil edildi. Referans Kitleye ait

demografik veriler Tablo 4.6’da sunulmustur.
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Tablo 4.6 Referans kitleye ait demografik veriler.

Parametre Ortalama + Standart sapma Referans Aralk
Yas 31.40 + 3.50 -
25-Hidroksi-Vitamin D 25.74 £ 16.00 20-70
Albumin 429 +0.27 3.8-54
ALP 70.40 £ 12.42 40 - 150
ALT 20.40 +7.74 10-49
APTT 26.58 £2.49 221-32.1
AST 21.12+£4.99 15-50
Eritrosit 4.53 +£0.44 3.7-55
Glikoz 89.5+7.24 60 — 105
HDL 53.78 £9.62 35-80
HCT 38.90 +4.46 31-45
HGB 13.16 + 1.83 11-15
Ca 9.39+0.37 8.3-10.6
LDL 81.06 £ 10.62 <100
Lenfosit 2.36+0.77 0.6-34
Lokosit 6.99 £ 1.56 45-135
Monosit 0.64+0.19 0.19-0.81
Notrofil 4.05 +1.35 1.54-7.92
MCV 85.95+6.43 75-90
MCH 29.04 +£2.81 25-34
MPV 10.47 £ 0.99 611
PCT 0.30+0.07 0.17-0.40
Potasyum 4.23+0.23 35-51
INR 0.99 +£0.09 08-12
Protrombin Zamani (sn) 11.25+0.92 9.3-1338
Na 137.94 +£2.33 135145
PLT 277.20 +£78.23 142 — 424
PDW 12.24 +£2.15 95-152
Ure 27.86 £ 6.60 12.8-42.8
Vitamin B12 352.50 + 49.63 211 -911

Gelistirilen ve validasyon ¢alismalar1 tamamlanan nihai Vitamin K ve tiirevleri LC-
MS/MS tayin metotu aracilifiyla referans kitleye ait serum numunelerinin analiz
edilmesi sonucunda elde edilen veriler “Data.xlsx” excel dosyasinda “SONUC”
stitunu igerisine eklenmistir. Referans aralik hesaplama galismalar1 Tablo 4.7°de
sunulan Python kodlari ile yapilmistir. Kod tablosundaki 2-5 satirlar1 arasinda gerekli
kiitiiphaneler cagirilmaktadir. Satir 7°de “SONUC” siitunu igerisinde referans aralik
caligmasinda kullanilan analitlerin gelistirilen metotla alinan Vitamin K sonuglarinin

bulundugu “Data.xlsx” excel dosyas1 okutulmaktadir. Satir 10-14°te dagilim ve box-
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plot grafikleri ¢izdirilmektedir. Satir 17-24’te sapan degerler ayiklanmaktadir. Satir
25-28’de sapan degerler ayiklamasi yapildiktan sonra olusan dagilim ve box-plot
grafikleri cizdirilmektedir. Satir 38’de normallik sinamasi yapilmaktadir. Satir 39-
43’te logaritmik transform yapilmaktadir. Eger verilen normal dagilima sahip degilse,
satir 51-60’ta non-parametrik dagilima gore referans aralik hesaplanmaktadir. Eger
veriler normal dagilim gosteriyorsa, satir 64-70’te parametrik dagilima gore referans
aralik hesaplanmaktadir. Sonu¢ olarak referans aralik 0.1-1.2 ng/mL olarak
hesaplanmistir. Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde farkli popiilasyonlara ait farkli

referans aralik sonuglari oldugu gozlenmistir (Tablo 4.8).
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Tablo 4.7 Referans aralik hesaplamasi igin Python programlama dili ile yazilan kod

dizisi.
Satir Kod
1 # Gerekli kiitiiphaneler
2 import numpy as np
3 import pandas as pd
4 import matplotlib.pyplot as plt
5 import seaborn as sns
6 # Veri dosyasini okutuyoruz
7 df = pd.read_excel("Data.xlsx")
8 import warnings
9 warnings.filterwarnings(‘'ignore’)
10 plt.figure(figsize=(16,5))
11 sns.distplot(df['SONUC'])
12 plt.show()
13 plt.boxplot(df.SONUC)
14 plt.show()
15 df = df.SONUC
16 # Sapan degerleri ayikliyoruz
17 def remove_outlier_IQR(df):
18 Q1=df.quantile(0.25)
19 Q3=df.quantile(0.75)
20 IQR=0Q3-Q1
21 df_final=df[~((df<(Q1-1.5*IQR)) | (df>(Q3+1.5*IQR)))]
22 return df_final
23 df_outlier_removed=remove_outlier_IQR(df)
24 df=pd.DataFrame(df_outlier_removed)
25 sns.distplot(df)
26 plt.show()
27 plt.boxplot(df.SONUC)
28 plt.show()
29 # Normal dagilim sinamasi
30 from scipy.stats import kurtosis
31 from scipy.stats import skew
32 from scipy.stats import normaltest
33 a = kurtosis(df)
34 b = skew(df)
35 p = normaltest(df)
36 alpha = 5e-3
37 p = p.pvalue
38 ifa>150rb>150ra<-1.50rb<-1.50rp<alpha:
39 df_log = np.log(df.SONUC)
40 sns.distplot(df log)
41 fig = plt.figure()
42 df_outlier_removed=remove_outlier_IQR(df log)
43 df=pd.DataFrame(df_outlier_removed)
44 sns.distplot(df)
45 plt.show()
46 plt.boxplot(df. SONUC)
47 plt.show()
48 # Non-parametrik dagilimda referans aralik hesaplama
49 import statistics
50 df = np.exp(df)
51 z = len(df)
52 t1 = ((z+1)*0.025)+1
53 2 = ((z+1)*0.975)+1
54 t1 = int(tl)
55 2 = int(t2)
56 t3 = df.sort_values(by=['SONUC'], ignore_index=True)
57 t3 = pd.DataFrame(t3)
58 Alt = t3.loc[t1,["'SONUC"]]
59 Ust = t3.loc[t2,["SONUC"]
60 print(fReferans aralik {Alt. SONUC} ve {Ust.SONUC} araligindadir. Kurtosis: {a} Skewness: {b} Normality: {p})
61 else:
62 # Parametrik dagilimda referans aralik hesaplama
63 import statistics
64 sd=statistics.stdev(df. SONUC)
65 mean=statistics.mean(df. SONUC)
66 #Q1=df.SONUC.quantile(0.25)
67 #Q3=df.SONUC.quantile(0.75)
68 Alt=(mean-(1.96*sd))
69 Ust=(mean+(1.96*sd))
70 print(fReferans aralik {Alt} ve {Ust} arahigindadir. Kurtosis: {a} Skewness: {b} Normality: {p})
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Tablo 4.8 Diger bilimsel ¢alismalarda farkli popiilasyonlara iligkin elde edilen Vitamin K ve tiirevlerine ait referans aralik sonuglari.

Orneklem Popiilasyon Vitamin K1 MK-4 MK-7 Kaynak
genisligi (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
23 Japon saglikli 52-93 yas aras1 kadinlar 0.41-0.55 0.03-0.07 0.01-3.4 Kawana [23]
52 Japon 30-49 yas aras1 saglikli kadinlar 0.24-5.60 0.07+0.14 496 +693  Tsugawa [24]
208 Japon 50-69 yas aras1 saglikli kadinlar 0.13-8.83 0.10£0.19 8.42+11.44 Tsugawa [24]
136 Japon 70 yas Ustii saglikli kadinlar 0.19-6.67 0.09+£0.15 421+6.81  Tsugawa [24]
20 Japon 59-82 yas arasi saglikli insanlar 0.392 +0.457 2.163 £1.340 17.53£22.55 Kamao [213]
60 Japon 19-25 yas arasi saglikli erkekler 0.56 £ 0.34 0.07 £0.05 6.97 £13.30  Sogabe [214]
60 Hollandal: 45-65 yas arast saglikls insanlar 0.61+0.21 0.09 +0.01 <2.86 R'thl%%e”
631 Cinli 18-49 yas aras1t dogum yapmis kadinlar 0.21-3.07 0.02-0.24 0.12-3.54 Nie [21]
62 Italyan 51-65 yas arasi saglikl1 insanlar 1.36 £1.08 0.91+0.85 1.95+1.37 Fusaro [22]
387 Italyan 18-89 yas aras1 diyaliz hastasi insanlar 0.98+1.00 0.67+0.74 1.15+1.01 Fusaro [22]
1167 Hollandali 45-64 yas arasi osteoporoz hastasi 0.17-3.05 0.07-2.68 0.33.4.48 Witteman
kadinlar [216]
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5. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tez ¢aligmasinda, insan serumunda Vitamin K, MK-4 ve MK-7 seviyelerini
tayin edebilen LC-APCI-MS/MS metodu basariyla gelistirilmistir. Metot, 6n hazirlik
siiresi dahilinde en fazla 30 dakika igerisinde sonu¢ verebilmektedir. Diger
metotlardan pozitif ayrisan ozellikleri olan bu yontem, 6n hazirlik siiresi ve
ekstraksiyon basamaginda kat1 faz ekstraksiyon filtrelerine ihtiya¢ duymamasiyla dne

cikmaktadir.

Arastirma amaciyla laboratuvarlarda yapilan metot dogrulama c¢alismalarinin
ardindan, bu yontem kullanilabilir. Metot karsilagtirma ve gegerlilik calismalar

yapildiktan sonra, rutin kullanim i¢in uygun olacaktir.

Gelistirilen metot sayesinde, Tiirkiye popiilasyonuna ait Vitamin K, MK-4 ve MK-7
referans araligr belirlenmistir. Bu alanda yapilmis 6nceki calismalara literatiirde
rastlanmamuistir. Belirlenen referans araliginin diger popiilasyonlara ait referans aralik
degerlerinden farkli olmasi, popiilasyona ve hatta laboratuvara 0zgii referans

araliklarinin belirlenmesinin 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir.

Metodun ekstraksiyon basamaginda enzim kullanildigi i¢in, elde edilen sonuglarin bu
durum goz Oniine alinarak degerlendirilmesi 6nemlidir. Ayrica, enzim kullanilan
metotlarda enzim stabilitesinin dogrudan sonuglar1 etkileyebilecegi unutulmamalidir.
Bu nedenle, metodu uygulayan laboratuvarlarda enzim i¢in optimum kosullarin

saglanmasi tavsiye edilmektedir.

Vitamin K, MK-4 ve MK-7 referans araligini belirlemek i¢in Python programlama
dilinde kod yazilmistir. Bu kod, klinik laboratuvarlarda laboratuvar i¢i referans aralig
belirlemek amaciyla kullanilabilecek bir araca doniistiiriilebilir ve laboratuvar bilgi

sistemlerine entegre edilebilir.

Bu tez ¢alismasi, uluslararasi bir kongrede sézlii sunum ve hakemli bir dergide makale
yayinlariyla sonuclanmistir. Gelistirilen metot, farkli hastalik gruplarinda yapilan

arastirma caligsmalariyla yeni yaymlar yapilmasi planlanmaktadir.
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Universite-sanayi is birligi cercevesinde, metodun ticarilestirilmesi hedeflenmektedir.
Su anda, Vitamin K, MK-4 ve MK-7 dl¢liimiinii bir arada yapabilen bir ticari {iriin
bulunmamaktadir. Tek olarak satilan {iriinlerin ise diisiik analitik performans
Ozelliklerine sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica, bu iirlinler genellikle yabanci

mengeli firmalar tarafindan satilmaktadir.

Enzim destekli ekstraksiyon, diger yagda ¢Oziinen vitaminlerin miktarinin tayin
edilmesinde  kullanilabilecek  metotlarin  gelistirilmesinde de  potansiyel

gostermektedir. Bu alanda yeni arastirma ¢alismalarinin yapilmasi onerilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, Vitamin K, MK-4 ve MK-7'nin hizl1 ve giivenilir bir sekilde
tayin edilebilecegi yeni bir metot gelistirmistir. Bu metot, literatiirdeki diger
yontemlerden pozitif ayrisarak onemli avantajlar sunmaktadir. Ozellikle, en fazla 30
dakika igerisinde sonu¢ verme Ozelligi ve kat1 faz ekstraksiyon filtrelerine ihtiyag
duymamasi, analiz siirecini hizlandirirken ayn1 zamanda maliyetleri de azaltmaktadir.
Bu c¢aligmanin basarisi, ilgili alanda daha fazla arastirma ve uygulama yapilmasina
ilham vermesi ve Vitamin K analizinde standart bir yaklasimin benimsenmesi igin bir

temel olusturmasi umulmaktadir.
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CALISMANIN ADI: K vitamini dl¢iim metodunun gelistirilmesi ve referans arah@inin belirlenmesi

Asagida bilgileri yer almakta olan bir arastirma calismasina katilmaniz istenmektedir. Calismaya katthp
kattlmama karar: tamamen size aittir. Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden dnce aragtirmanin neden
vapildigim, bilgilerinizin nasil kullanilacagim, calismanin neleri icerdigini, olast yararlari ve risklerini ya da
rahatsizhik verebilecek yonlerini anlamaniz onemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak igin zaman
ayirimiz. Eger caliymaya katilma karart verirseniz, Cahsmaya Katilma Onavy Formu’nu imzalayiniz.
Calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta ozgiirsiiniiz. Calismaya katnldiginiz icin size herhangi bir ddeme
vapiimayacak ya da sizden herhangi bir maddi katki/malzeme katkist istenmeyecektir.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI

Insan kamndaki K vitamini sevivelerini belirlemek icin olgiim metodu gelistirilmesi ve referans araligimn
belirlenmesi amaglanmaktadir. Bu ¢caliyma icin 200 kadin ve 200 erkek olmak iizere toplamda 400 kiginin kan
numunesinin kullaniimas: planlanmaktadir.

CALISMA iSLEMLERI

Bezmialem Vakif Universitesi Saghk Arastrma ve Uygulama Merkezi'ne bayvuran hastalardan kan alma
biriminde alman kanlarin, poliklinik  doktorlart tarafindan istenen parametreleri Tibbi  Bivokimya
laboratuvarinda giinliik olarak rutin bir sekilde cahgimaktadir. Bu numuneler islemlerinin ardindan nbbi attk
olarak imha edilmektedirler. Rutin laboratuvarda giinliik hasta sonuclarmin belirlenmesinden sonra nibbi attk
olarak imha edilecek olan ve kriterlerimize uygun rutin klinik hasta serumlarinm, Bezmialem Vakif Universitesi
Saghk Aragtirma ve Uvgulama Merkezi'nden alinmig olan izin dogrultusunda kullamilmas: planlanmaktadir. Bu
islemler icin hastalardan ekstra kan alwm olmayacaktir. Bezmialem Valaf Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
kan alma biriminde alinan Sml (1 tath kasigi kadar) kan kullanmilacaksir.

CALISMADA YER ALMAMIN YARARLARI NELERDIiR?

Bu calisma ile yerli K vitamin élciim metodu gelistirilmesi amaglanmaktadir. Geligtirilen metod araciligiyla K
vitamini referans araligi belirlenecektir. Bovlece K vitamini eksikligine bagl hastaliklarin erken tamisina katk:
saglanmis olacakitr.

BU CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDiR?

Calismaya katulmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir deme yapilmayacaktir.

CALISMAYA KATILMALI MIYIM?

Bu ¢alismada yer alip almamak tamamen size baghdir. Su anda bu formu imzalasamz bile istediginiz herhangi
bir zamanda bir neden gdstermeksizin ¢aliymavt birakmakta dzgiirsiiniiz. Eger katilmak istemez iseniz veya
calismadan ayrilirsamz, aragtirmact tarafindan sizin icin en uygun tedavi plant uygulanacaktir. Aym sekilde
caligmayt yiiriiten arastirmact caliymaya devam etmenizin sizin icin yararl olmayacagina karar verebilir ve sizi
calisma digi birakabilir, bu durumda da sizin icin en uygun tedavi secilecektir.
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KiSiSEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Calisma arastirmacimiz kigisel bilgilerinizi, arastirmayi ve istatiksel analizleri yiiriitmek icin kullanacaktir ancak

kimlik bilgileriniz gizli mtulacakur. Yalmzca geregi halinde, sizinle ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi

makamlar incelevebilir. Calismanin sonunda, kendi sonuclarimizla ilgili bilgi istemeye hakkiniz vardw. Calisma

sonuglart ¢aliyma bitiminde tibbi literatiirde yaymlanabilecektir ancak kimliginiz aciklanmayacaktir.

SORU VE PROBLEMLER iCiN BASVURULACAK KIiSILER:

ADI : Metin Demirel
GOREVI : Arastirma Girevlisi
TELEFON : 5353169107

CALISMAYA KATILMA ONAYI

Yukandaki bilgileri ilgili aragtirmac ile aynnuhl olarak tartigtim ve kendisi biitiin sorulanimi cevapladi. Bu

bilgilendirilmis olur belgesini okudum ve anladim. Bu arastirmaya katilmay kabul ediyor ve bu onay belgesini

kendi hiir rrademle imzahiyorum. Bu onay, ilgili hichir kanun ve yonetmelifn gecersiz kilmaz. Arastirmaci,

saklamam i¢in bu belgenin bir kopyasim calisma sirasinda dikkat edecefim noktalan da igerecek sekilde bana

teslim etmistir.

Ganiillii Adi Soyadi Tarih ve Imza
Telefon
Vasi (var ise) Adr Soyady Tarih ve imza
Telefon

Gariisme Tamigr Adr Soyadi

Tarih ve Imza

Telefon

Aragtirmact Adi Soyadi

Tarih ve Imza

Telefon

1: Gomiilliiniin bilgilendirilme iglemine bagindan sonuna dek tamkhk eden kisi

2: Goniilliyii aragtirma hakkinda bilgilendiren kisi
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