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OZET

Amac: Dogumsal metabolik hastaliklarin tanisinda, aminoasid c¢esitlerinin ve miktarlarinin dogru analizi
cok onemlidir. Fenilalanin metabolizmma bozuklugu 6n tanisiyla birinci basamak sadlik kuruluslarindan
gonderilen olgularin kuru kan damlasi 6rnedi ve plazmasindan elde edilen sonuclar, sivi kromatografi
tandem Kkutle spektrometresi (LC-MS/MS) yontemi ile karsilastirildi.

Gerec ve Yontem: Kuru kan damlasi 6rnedi ve plazmadan elde edilen fenilalanin (Phe), tirozin (Tyr) ve
Phe / Tyr Ol¢liimleri LC-MS/MS yontemiyle karsilastirildi.

Bulgular: Kuru kan damlasi Ornegdiyle belirlenen =108.49 pmol/L Phe kesme degeri icin % 97.3
duyarlilik ve % 97.4 6zgiilliik saptandi (EAA: 0.997, p <0.0001). Plazma ile belirlenen =116.96 umol/L
Phe kesme dederi icin % 97.3 duyarlilik ve % 100 6Ozgiillilkk saptandi (EAA: 0.998, p <0.0001). Bland
Altman analizinde plazma Phe degerleri kuru kan damlasi 6rnedi Phe degerlerinden ortalama 1.3
umol/L daha yiiksek iken, plazma Tyr dederleri ise kuru kan damlasi 6rnedinden elde edilen
degerlerden ortalama 0.5 pmol/L daha yiiksekti. Passing Bablok regresyon analizinde plazma ve kuru
kan damlasi 6érnegdinden elde edilen Phe, Tyr ve Phe/Tyr degerleri arasinda anlaml bir farklilik yoktu (p>
0.05).

Sonuclar: Bizim calismamizda, benzer Phe, Tyr, Phe/Tyr seviyeleri, hem plazma hem de kuru kan
damlas! Orneginden % 95 giiven araliinda LC-MS/MS yoOntemi ile Olculebilmistir. Yapilan ROC
analizinde kuru kan damlasi 6rnedinden elde edilen sonuglarin klinik agidan yeterli ozgiillik ve
duyarliha sahip oldugu diisiiniilmistiir. Yenidodan tarama programlarinda ve HPA vakalarinin
takibinde LC-MS/MS yonteminin kullanilmasinin yararl olabilecegi diisuntlmiistur.
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ABSTRACT

Purpose: The correct analysis of types and amounts of amino acids is highly important in the diagnosis
of inborn errors of metabolism. The results obtained from heel blood drop and plasma of patients who
were referred from primary health care institutions with pre-diagnosis of phenylalanine metabolism
disorder were compared with liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method.

Materials and Methods: The phenylalanine (Phe), tyrosine (Tyr) and Phe / Tyr measurements obtained
from the dry blood drop sample and plasma were compared by the LC-MS / MS method.

Results: For the =108.49 pmol/L phenylalanine (Phe) cut-off value determined by dry blood drop
sample, 97.3% sensitivity and 97.4% specificity were determined (AUC: 0.997, p <0.0001). For the
=116.96 pumol/L Phe cut-off value determined by plasma, 97.3% sensitivity and 100% specificity were
determined (AUC: 0.998, p<0.0001). In the Bland Altman analysis, plasma Phe values were higher than
dry blood drop sample Phe values by an average of 1.3 umol/L, while plasma tyrosine (Tyr) values were
higher by an average of 0.5 pmol/L than dry blood drop sample values. There was no significant
difference between Phe, Tyr and Phe/Tyr values obtained from plasma and dry blood drop sample in
Passing Bablok regression analysis (p> 0.05).

Conclusions: In our study, similar Phe, Tyr, Phe/Tyr levels could be measured by LC-MS / MS method in
95% confidence interval from both plasma and dry blood drop sample. In the ROC analysis performed,
the results obtained from the dry blood drop sample were thought to have sufficient specificity and
sensitivity in clinical terms. It is thought that using LC-MS/MS method in newborn screening programs

and following HPA cases may be beneficial.

Key Words: Dry blood sample,

comparison

GIRiS

Fenilketonuri (PKU), fenilalanin hidroksilazi
(PAH) kodlayan genlerdeki cesitli mutasyon-
lardan kaynaklanan, fenilalanin (Phe) meta-
bolizmasinin dogustan dgelen otozomal
resesif (OR) gegcisli bir hastaligidir. PAH nor-
malde Phe’yi ortamda Kkofaktor tetrahi-
drobiopterin, molekiiler oksijen ve demir
bulunmak kosuluyla tirozine (Tyr) donustiirir
(1). Phe metabolizma bozukluklart (FMB)
kanda ve beyinde Phe Kkonsantrasyonunda
ciddi bir artisa sebep olur, ki bu durum
yenidogan doneminde tedavi edilmezse
dikkat eksikligi belirtileri ve ciddi entelektiiel
bozukluklar da dahil olmak tizere cesitli no-
rokognitif ve néromotor bozukluklara sebep
olabilir (2-5). FMB hafif hiperfenilalanine-
miden (HPA) Kklasik PKU'ya kadar degisebilen
genis bir Klinik yelpazede karsimiza cikabil-
mektedir (5). Yenidodan tarama programla-
rindaki (YTP) veriler dikkate alindiginda FMB
prevelansinin cesitli bolgelerde degiskenlik
gosterdigi gorulmiistir (6rnegin Finlandiya'da
1.000.000 dogumda bir iken Tirkiye'de
4200 dogumda bir gibi) (5,6).

FMB, normal bir protein iceren diyet so6z
konusu oldugunda kan Phe konsantrasyon-

hyperphenylalaninemia,

tandem mass spectrometry, method

larina goére smiflandirilabilmektedir (5,7). Bu
smiflamaya gore: Klasik PKU (Phe =1200
umol/L; % 1‘den az rezidiiel PAH aktivitesi),
hafif PKU ve ya HPA (Phe 600-1200 umol/L;
rezidiiel PAH aktivitesi % 1-5 arasinda), non-
PKU-HPA ve ya ilimh HPA (Phe 600-120
uwmol/L; > % 5 reziduel PAH aktivitesi) seklin-
de gruplar tanimlanmistir (2,5,7).

1960l yillarda Guthrie ve ark. (8) tarafindan
HPA'y1 saptamak icin bakteriyel inhibisyon
analizine dayanan basit bir test gelistiril-
mesiyle birlikte PKU, YTP'de erken tespit
edilip tedavi edilebilen ilk hastalik olmustur.
Bu tarama testi kullanilarak PKU'lu yenido-
danlarin saptanmasi, erken tedavi ile birles-
tiginde PKU ile iliskili bilissel bozuklularin
sikliginda azalmalara sebep olmustur (9).
Zaman icerisinde teknolojik gelismelerle bir-
likte fluorometrik immiin analiz (FIA) ve
tandem Kiitle spektrometri (MS/MS) yontem-
lerinin tarama programlarinda Kkullaniimasi
daha hassas ve duyarl Olciimlerin yapilabil-
mesine olanak saglamistir (10,11). Giinu-
muzde MS/MS yoOntemiyle topuktan alinan
kuru kan o6rneginde Phe diizeyi FIA yOnte-
mine gore hem daha hassas bir sekilde
Olciilmekte hem de es zamanh Tyr diizeyi
hakkinda bilgi de vermektedir (12). Giinii-
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miizde MS/MS yoOntemiyle es zamanl olarak
bircok farkli hastalik tespit edilebildiginden
daha maliyet etkin bir ybntem olarak bircok
gelismis ulkede YTP'de Kkullanilmaktadir(12-
14).

Aminoasidlerin cesitlerinin ve miktarlarinin
dogru analiz edilmesi, dogumsal metabolik
hastaliklarin tanisinda son derece 6nemlidir.
Guniimuzde aminoasid analizi (AAA) icin
kullanilan analitik yontemler incelendidinde
yiiksek performanslh sivi kromatografisi kiitle
spektrometresi (HPLC/MS), gaz kromatografi
kiitle spektrometresi (GC/MS) gibi kombine
yontemler karsimiza ¢ikmaktadir (15). LC-MS
kiitle spektrometresi (MS) ile sivi kromato-
grafinin (LC) birlesimidir. Yakin zamanda LC-
MS yontemi daha da gelistirilerek, bir Kkiitle
spektrometre cihazinda iki Kutle analizcisini
iceren yontem kullanilmaya baslanmistir. Sivi
kromatografisi tandem Kkiitle spektrometresi
(LC-MS/MS) olarak adlandirilan bu yo6ntem
sayesinde daha hizli élcimler yapilmis, Oz-
gulluk ve duyarlilk acisindan daha ustiin
sonuglar elde edilmistir (16-18). Bu ¢alisma-
da LC-MS/MS yontemiyle kuru kan damlasi
ornegdi ve plazmadan elde edilen Phe ve Tyr
diizeyi Olgumlerinin  arasindaki iliskinin
degerlendirmesi amaclanmustir.

GEREC VE YONTEM

Bu kesitsel calisma 01.01.2017-31.12.2017
tarihleri arasinda gerceklestirilmistir. Birinci
basamak saglik kuruluslarindan FMB acisin-
dan supheli gorialiip (FIA yontemiyle kuru
kan damlasi Ornedginde >120 pumol/L Phe
diizeyi tespit edilmesi) pediatrik metabolik
hastaliklar Klinigine yonlendirilen 224 hasta
calismaya dahil edildi. MS/MS analizi icin
filtre kagidina aliman kuru kan damlasi Or-
nekleri plazma oOrnekleriyle birlikte es za-
manlh olarak alindi. Tim numuneler alindik-
tan hemen sonra analiz edildi. Kuru kan
damlasi ve plazma Orneklerinden yapilan
kitle spektrometrik aminoasid analizleri
coklu reaksiyon izleme (MRM) yontemi
vasitasiyla calisildi.

LC-MS/MS Kkuru kan damlasi numune
alim ve calisma protokolii

Filtre kagidinin tretici talimatlarina uygun
olarak topuk derisinden numune alimi ger-
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ceklestirildi. Plaka Kkuyucuklarma, 3 mm
capindaki filtre kagidindan (Whatman filter
paper 10538018) kuru kan 6rnegi alindi. 200
pl tandem ISTD (internal standart) eklendi.
Plaka 30 dakika 500 rpm'de oda isisinda
karistiriciya koyuldu. Olusan supernatant
yeni kuyucuklara alindi1 ve azot gazi altinda
Kurutulmaya birakildi. Kurutma islemi bittik-
ten sonra 60 ul tirevlendirici ajan ( LOT: AS-
14061 ImmuChrom GmbH, Heppenheim,
Germany) eklendi ve 15 dakika 60 °C'de
inkiibasyona alindi. Azot gazi1 altinda numu-
neler tekrar kurutuldu. Kurutma islemi bittik-
ten sonra 100 ul rekonstriiksiyon reaktifi
(LOT: AS-14061 ImmuChrom  GmbH,
Heppenheim, Germany) eklenip triple
quadripole SHIMADZU LC-MS/MS 8040 ciha-
zinda calismaya alindi. Standart konsantras-
yonlar Phe igin 16-129 umol/L degder arahdin-
dayken Tyr icin 32-275 umol/L deger arali-
dindaydi. Internal standart: alanin, arjinin,
asparajin, glutamik asit, glisin, valin, 18sin,
lizin, fenilalanin, tirozin, serin, prolin, ornitin
triptofan ve treonin aminoasidlerini icermek-
teydi.

LC-MS/MS plazma AAA numune alim ve
calisma protokolii

Plazma AAA icin ven6z kan (2 mL) Ornekleri
heparinize tiipe alinip santrifiij edildi. Santri-
fuj edilen plazmadan 50 wul almip tipe
(Eppendorf AG, Hamburg, Almanya) konul-
duktan sonra uzerine 50 ul aminoasid ISTD
(internal standart) eklenip bes saniye sureyle
vortekslendi. Son asamada 700 wul R-1
(Reagent 1) eklenip tekrar bes saniye siireyle
vortekslendikten sonra 10000 rpm’'de 10
dakika sureyle santrifuj edildi. Olusan
stipernatant alinip vial tiiptine konulduktan
sonra triple quadripole SHIMADZU LC-MS/MS
8045 cihazinda calismaya alindi. Standart
Konsantrasyonlar Phe icin 31-92 umol/L
deger arahidindayken Tyr icin 14-114 pmol/L
deger araligindaydi. internal standart: alanin,
arjinin, asparajin, glutamik asit, glisin, valin,
16sin, lizin, fenilalanin, tirozin, serin, prolin,
ornitin triptofan ve treonin aminoasidlerini
icermekteydi.

Dahil edilme ve dislama kriterleri

Glinumuzde YTPlerde MS/MS yOntemi Oneril-
mekte ve ilmh HPA icin kanda herhangi bir
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Phe >120 pmol/L degeri anlamh kabul
edilmektedir (2). Birinci basamak saglk
Kuruluslarindan FMB On tanisiyla yonlendi-
rilen hastalarin LC-MS/MS yontemiyle plaz-
masindan ya da Kuru kan damlasi Orne-
dinden elde edilen Ol¢iimlerin en az biriyle
Phe >120 umol/L tespit edilenler pozitif ola-
rak kabul edilip takip altina alindi. Calismaya
dahil edilen hastalarda laboratuvar hatasini
dislamak icin Phe kisith diyet uygulanmayan
pozitif gruptaki hastalarm en erken bir ay
sonra yapilan kontrol muayenelerinde plaz-
ma AAA’da Phe >120 pumol/L olanlar ¢calisma
kapsamina dahil edilip Phe <120 pmol/L
olan hastalar laboratuvar hatasi olabilecegin-
den calisma kapsami disinda birakildi. Calis-
mamizda sadece plazmadan ve ya sadece
kuru kan damlasi 6rneginden elde edilen
Phe degeriyle pozitif kabul edilen hastalarin
ayrica Phe/Tyr orani da dikkate alinmisti (5).
Sadece tek bir yontemle pozitif kabul edilen
tiim olgularin hem plazma AAA hem de kuru
kan damlasi Orneginden bakilan Phe/Tyr
orani>3 iken negatif gruptaki olgularin
tamaminda her iki yontemle bakilan Phe/Tyr
orani <3 idi.

Verilerin Analizi

istatistiksel analizler SPSS 24.0 versiyonu
(SPSS Inc., Chicago, IL) paket programi
kullanilarak yapildi. Tanimlayici istatistikler
sayl, yuzde, ortalama ve standart sapma
seklinde Ozetlendi. Degiskenlerin normal
dagilimina uygunlugu gorsel (histogram ve
olasilik grafikleri) ve Kolmogorov-Smirnov
testi kullanilarak incelendi. Normal dagiiim
gostermeyen olgularin analizi Mann Whitney
U testi ve Wilcoxon isaretli sira testi ile ger-
ceklestirildi. Ozgiilliik ve duyarlilik analizleri
alial islem karakteristigi (Receiver Operator
Characteristic, ROC) ¢dziimleme yontemi ile
gerceklestirildi. Ordinal verilerin karsilastiril-
masinda Pearson Kki-kare analizi Kullanildi.
Calismadaki analizlerde olasilik (p) dederi
0.05’ten kiicuk oldugu (p < 0.05) karsilastir-
malar istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
Normal dagiim gdstermeyen parametrelerin
arasindaki iliski Spearman Kkorelasyon testi
ile incelendi. Passing-Bablok regresyon ana-
lizi (% 95 giiven araliginda), yontemler ara-
sindaki sabit ve orantili biaslari degerlen-
dirmek icin Cusum testiyle birlikte kullanildi.

Yontemler arasindaki farklilk ve biaslar
degerlendirmek icin ayrica Bland-Altman
grafigi kullanildi. Bland Altman ve Passing
Bablok analiz ve grafikleri MedCalc yazilimi
(version 9.2.0.1, MedCalc Software, Ostend,
Belgium) kullanilarak gerceklestirildi.

SONUCLAR

Birinci basamak saglik kuruluslarindan FMB
suphesiyle tarafimiza yonlendirilen 224 hasta
calismaya dahil edildi. Olgularin Klinigimize
basvuru anindaki ortalama yasi 4.32+4.38 ay
idi. Olgularin % 52.2’'si erkek iken % 47.8'i
kiz cinsiyetteydi. LC-MS/MS yOntemiyle
plazmadan ve kuru kan damlasi 6rnedinden
es zamanl elde edilen sonucglara gore FMB
olan (klasik-hafif PKU ve HPA) 73 hasta pozitif
grup olarak degderlendirilirken her ki
yontemle tespit edilen Phe <120 pmol/l olan
151 hasta negatif grup olarak degerlendirildi.
LC-MS/MS yontemiyle 65 olgu hem plazma
AAA'dan hem de Kkuru kan damlasi
orneginden elde edilen sonuclarla pozitif
kabul edilirken, l¢ olgu yalnizca kuru kan
damlasi Orneginden, bes olgu da yalnizca
plazma AAA’'dan elde edilen sonuclarla pozitif
kabul edildi. Pozitif grupla negatif grubun
cinsiyet dagilimi benzer 6zellikteydi (Tablo I).
FMB suiphesiyle klinigimize yonlendirilen 224
olgunun Phe dizeyleri incelendiginde: dokuz
hasta (% 4) Klasik PKU (Phe =1200 uwmol/L),
bir hasta (% 0.4) hafif PKU (Phe 600-1200
mwmol/L), 63 hasta (% 28.1) HPA (Phe 600-120
pwmol/L), 151 hasta (% 67.4) ise PKU negatif
(Phe <120 pmol/L) olarak degderlendirildi.
Buna gore pozitif grupta anne-baba arasin-
daki akraba evligi orani % 78.1 iken negdatif
grupta % 29.8 idi (Tablo 1). Pozitif grupta
negatif gruba gore anne-baba arasindaki
akraba evlili@i orani anlamh olarak daha
yuiksekti (Tablo 1)

Birinci basamak sagdlik kuruluslarindan YTP
ile Klinigimize yonlendirilen 224 hastanin
73'tinde (% 32.6) FMB mevcuttu. FMB olan
73 hastanin LC-MS/MS yontemiyle plazma-
dan ve kuru kan damlasi Ornedinden elde
edilen sonuclarinin Klinik karsilastirmasi icin
ROC eqrisi ¢izildi. Kuru kan damlasi 6rne-
diyle elde edilen degerlerde edri altindaki
alan (EAA): 0.996, p<0.0001 olarak tespit
edildi. Buna gore kuru kan damlasi drnegin-
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den elde edilen sonuclarla belirlenen =
108.49 umol/L Phe kesim noktasi icin
duyarlilik ve 6zgulluk degeri sirasiyla % 97.3
ve % 97.4 idi (Tablo II). Plazma AAA yonte-
miyle EAA: 0.998, p<0.0001 olarak tespit
edilirken = 116.96 umol/L Phe kesim noktasi
icin duyarhilik ve ozgiilliik degeri sirasiyla %
97.2 ve % 100 idi (Tablo 2).

Olgulari kuru kan damlasi 6rnegi ve plazma
AAA ile olciilen Phe diizeyi, Tyr diizeyi ve
Phe/Tyr oranlar1 arasinda pozitif bir iliski
mevcut olup spearman korelasyon katsayisi
degderleri sirasiyla 0.996, 0.949 ve 0.993
(p<0.0001) idi (Tablo 3). Olgularin kuru kan
damlasi 6rnedi ve plazma AAA ile bakilan Phe
dizeyi, Tyr duzeyi ve Phe/Tyr orani igin
yapillan Wilcoxon isaretli siralar testinde
arada anlaml farklilik yoktu (Tablo 3).

Olgularm her iki yoOntemle bakilan Phe
degerleri icin %95 uyumluluk sinirinda Bland
Altman analizi yapildi. Analiz sonucunda
plazma AAA ile bakilan Phe diizeyi kuru kan

Plazma ve kuru kan 6rnedi karsilastirmasi

damlasi 6rnedinden elde edilen sonuclardan
ortalama 1.3 umol/L daha yiiksek bulundu
(Sekil 1). Olgularin her iki ydontemle bakilan
Tyr degerleri icin yapilan Bland Altman
analizinde plazma AAA ile bakilan Tyr diizeyi
kuru kan damlasi Orneginden elde edilen
sonuglardan ortalama 0.5 umol/L daha
yiiksek bulundu. Olgularin her iki yontemle
bakilan Phe/Tyr orani icin yapilan Bland
Altman analizinde ise grafikte ortalama
deger sifir olarak goruldi (Sekil 1). Passing
Bablok regresyon analizinde Plazma AAA ve
Kuru kan damlasi ornedinden elde edilen
Phe duzeyleri icin bakilan CUSUM testi p
degeri 0.86 olarak tespit edildi ve yontemler
arasindaki farkliik anlamli bulunmadi (Sekil
2, Tablo 4). Passing Bablok regresyon anali-
zinde plazma AAA ve Kuru kan damlasi Orne-
dinden elde edilen Tyr diizeyleri ve Phe/Tyr
oranlan i¢in CUSUM testi p degeri 0.53 olup
yontemler arasindaki farklihlk anlamli bulun-
madi (Sekil 2, Tablo 4).

Tablo 1. Olgularin sosyodemografik ve Klinik 6zellikleri
Table 1. Sociodemographic and clinical features of cases

Pozitif grup (Phe >120 pmol/L )(n=72) Negatif grup
Hafif PKU (Phe <120
afi S
Klasik PKU (n=9) Thiml HPA pmol/L) *P degeri

(n=1) (n=62) (n=151)
Cinsiyet E/K 7/2 1/- 80/72 56/47 0.887
Ortalama yas/ay 3.19+1.56 1 3.33+3.90 4.78+4.52 -
Anne-baba akraba
Evet/Hayir 9/- 0/1 40/12 45/106 <0.001
l’l"azm.a Phe 1695.56+269.30 713.4 194.06+78.72 60.83+22.58 -
diizeyi(umol/L)
Plazma AAA
Phe/Tyr oram: 30.57+9.78 15.51 2.71x1.39 0.85+0.39 -
*3 Pearson ki-kare testi pozitif grupla negatif grup arasinda 2x2 seklinde gerceklestirildi; AAA: Aminoasit analizi

Tablo 2. Phe metabolizma bozuklugu Klinik tanisinda kullanilan test yontemlerinin karsilastirmasi
Table 2. Comparison of test methods used in the clinical diagnosis of Phe metabolism disorder

Egri Kesim Duyarhihik Ozgiilliik P
altindaki Noktasi (%) (%)
alan (EAA) (pmol/L)
Kuru kan damlasi érnegi Phe 0.997 108.49 97.3 97.4 <0.0001
Plazma AAA Phe 0.998 116.96 97.3 100 <0.0001

spektrometresi yontemiyle Phe diizeyi 6lgme

Phe: Fenilalanin; Tyr:Tirozin; Kuru kan damlasi 6rnegi: Tandem Kkiitle spektrometresi yontemiyle topuk derisinden
elde edilen numuneyle Phe diizeyi 0lcme; Plazma AAA: Vendz kandan elden edilen plazmadan tandem Kiilte
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Tablo 3. Olgularin kuru kan damlasi 6rmegi ve plazmasindan elde edilen ortalama laboratuvar olctimleri arasindaki iliski
Table 3. The relation between the mean laboratory measurements of dry blood drop sample and plasma of cases

Wilcoxon Spearmen korelasyon testi
Minimum- isaretli
-+
Ortalama=S$ Maksimum siralar testi Korelasyon p degeri
p degeri katsayisi (R)
Plazma Phe (pmol/L) 166.90+328.85 22.40-2270 0.517 0.938 <0.0001
Kuru kan damlasi
6rnegi Phe (umol/L) 165.62+328.19 25.26-2350
Plazma Tyr (pmol/L) 83+45.85 20.15-431.15 0.637 0.905
Kuru kan damlasi
6rnegi Tyr (umol/L) 82.55+43.40 22.04441.80
Plazma Phe/Tyr orani 2.63+6.20 0.11-45.86 0.643 0.958 <0.0001
Kuru kan damlasi
6rnegi Phe/Tyr orant 2.61+6.16 0.14-46.63
Phe: Fenilalanin; Tyr: Tirozine; SS: Standard sapma

Tablo 4.0Olgularin plazmasindan ve kuru kan damlasi 6rnedinden elde edilen 6lciimlerin Passing-Bablok regresyon
analizi.

Tablo 4. Passing-Bablok regression analysis of the measurements obtained from the plasma and dry blood drop
samples of the cases.

Parametreler P-B Regresyon Denklemi* Slope (b) 95% Intercept (a) CUSUM testi P
(n=224) CI 95% CI degeri

Phe diizeyi y =6.73+0.92 X 0.89-0.96 3.49-10.48 0.86
(nmol/L)

Tyr Diizeyi y = 4.85+0.93 x 0.88-0.97 2.29-7.75 0.53
(umol/L)

Phe/Tyr orami y =0.04+0.96 x 0.93-0.99 0.01-0.07 0.53

*:P-B Regresyon Denklemi, y=bx + a'dir. Bu denklemde y Karsilastirmak istedigimiz yontem olan kuru kan damlasi
ormegidir. X ise referans kabul ettigimiz yontem olan plazma AAA yontemidir. CUSUM testinde elde edilen p degeri
<0.05 oldugu zaman her iki ydntemle yapilan olgiimler arasindaki farkin anlamli oldugu kabul edilmektedir.
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Sekil 1. Kuru kan damlasi 6rnegi ve plazmadan elde edilen olgiimlerin Bland-Altman analiziyle karsilastiriimasi.

Figure 1. Comparison of dry blood drop sample and plasma measurements with Bland-Altman analysis.
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Sekil 2. Kuru kan damlasi 6rnegi ve plazmadan elde edilen 6l¢ciimlerin Passing-Bablok analiziyle karsilastirilmasi.
Figure 2. Comparison of dry blood drop sample and plasma measurements with Passing-Bablok analysis.

TARTISMA

PKU Onlenebilir mental ve motor geriligin sik
goriilen nedenlerinden biridir ve bu ylizden
dolayr hastaligin erken tespitiyle birlikle
baslanan diyet ve/veya kofaktor tedavisi klinik
acidan son derece dnemlidir (2). Glinimiizde
YTPler ABD'de, Kanada’da ve codu Avrupa
ulkesinde MS/MS yOntemiyle yapilabilmekte-
dir (14). Bununla birlikte bazi Afrika ve Latin
Amerika tilkelerinde giiniimuzde hala etkin
bir YTP yuriitilememektedir (14). Turkiye'de
ise PKUya yoOnelik YTP FIA yOntemiyle
uygulanmaktadir (15). OR gegisli bir hastalik
olan FMB'nin Tirkiye gibi akraba evliliginin
sik oldugu cografi bolgelerde daha yaygin
goriildiigu  bilinmektedir (2,5,16,17). Calis-
mamizda FMB oldugu dusiinilen pozitif
gruptaki olgularin negatif gruba gore anne-
baba akraba evliligi oranlarinin daha sik
oldugu gorualmustiir.

PKU tanisindaki gecikmeler ciddi mental
sorunlara yol acabileceginden hastaligin er-
ken tanisi son derece dnemlidir (2,22). Gelis-
mis ulkelerde YTPler kiitle spektrometrisi ile
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gerceklestirilip olgularin basarili bir sekilde
tanist konmaktadir(14). Turkiye'de ise PKU
tanisi icin YTP, FIA yontemiyle gerceklestiril-
mektedir (19,20). Calismamizda FMB’li olgu-
larin takibinde Kkullanilan plazma AAA ile kuru
kan damlasi 6rneginden LC-MS/MS yoOnte-
miyle elde edilen Olgcumler Kkarsilastirilmistir.
Plazma AAA sonugclari ile ROC egrisinde elde
edilen =116.96 umol/L Phe kesim degeri i¢in
% 97.3 duyarhlik ve % 100 ozgullik tespit
edilirken kuru kan damlasi 6rneginden elde
edilen sonuglar ile ROC egrisinde =108.49
pumol/L Phe kesim degeri icin % 97.3 duyar-
ik ve % 97.4 ozgiillik tespit edilmistir. Elde
edilen duyarhlik ve ozgiillik oranlarina gore
hem plazmadan hem de kuru kan damlasi
orneginden elde edilen Olciimlerin klinik
acidan kabul edilebilir etkinlikte oldugu du-
sunulmustur. Nitekim yontemler arasindaki
laboratuvar analiz sonuglar1 Passing-Bablok
ve Bland Altman analizleriyle %95 uyumluluk
sinirinda  karsilastirildiginda aradaki fark-
lihgin anlamh olmadidr goriilmiistir. Groselj
ve ark. (23) tarafindan yapilan bir calismada
HPLC/MS yOntemiyle plazmadan ve kuru kan




Kazanasmaz H. ve ark.

damlasi Ornedinden elde edilen sonuclar
karsilastiriimis ve kuru kan damlasi 6rnegin-
den elde edilen ortalama Phe diizeyinin
plazmadan elde edilen Olciimlere gore % 26
oraninda daha diisiik oldugu tespit edilmis-
tir. Glinumuzde MS/MS yontemiyle MS yoOnte-
mine gore daha hizli ve guivenilir laboratuvar
sonuglarinin elde edilebildigi bilinmektedir
(16,18). Nitekim calismamizda FMB'li olgula-
rin hem plazmasindan hem de Kkuru kan
ornedinden Olcilen ortalama Phe, Tyr,
Phe/Tyr degerleri arasindaki farkin % 95 gii-
ven araliginda kabuledilebilir oldugu goriil-
mustur. Calismamizda bazi Klasik PKUlu
olgularin plazmasindan ve kuru kan damlasi
orneginden Olciilen yiiksek Phe dizeylerinin
guven arali@i disinda oldugu goérulmiistiir.
(Sekil 1-2). Her iki yontemde yiiksek Phe
duzeyleri icin gliven arali@ disindaki bazi
Olciimlerin varligi, daha genis olgu grupla-
rinda Yyapilacak calismalarla arastirilmasi
gerekmektedir.

SONUC

Calismamizda LC-MS/MS yontemiyle hem
plazmadan hem de kuru kan damlasi1 Orne-
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