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Farkli Iki Matriks ve Isida
Paratiroid Hormon Olciimleri

Parathyroid Hormone Measurements in
Two Different Matrices and Temperatures

OZET Amag: Bu calismamn amaci oda 1s1s1 ve soguk sartlarda alinan ve calismaya kadar bu 1silarda
bekletilen iki tip matriksteki (serum ve plazma) paratiroid hormon (PTH) 6l¢iimiinti incelemektir.
Gereg ve Yontemler: Laboratuvarimiza kan vermek {izere bagvuran, paratiroid patolojisi bulunmayan
50 hastadan ardarda 4 tiipe (2 EDTA’L, 2 jelli tiip) kan alinmis ve bunlardan EDTA’]1 ve jelli tiiplerden
birer adedi sogukta (buza gomiilerek), birer adedi de oda 1s1s1nda olacak sekilde santrifiijlemeye kadar
15 dk. bekletilmistir. Daha sonra sogukta bekletilenler +4°C’de, oda 1sisinda bekletilenlerse normal
santrifiijle cevrilerek serum ve plazmalar ayrlmugtir. Tiim 6rneklerin PTH diizeyleri/Immiilite 2000
hormon analizériinde aym giin ¢alisildi. PTH degerleri referans araliginin (16-87 pg/mL) disinda
kalanlar ¢aligmaya dahil edilmemis, boylece geriye kalan 30 kisinin 6rnekleri istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Normal serum-soguk serum, normal plazma-soguk plazma, normal serum-normal
plazma ve soguk serum-soguk plazma seklinde yapilan eslestirmelerin istatistiksel degerlendirmesi
icin eglestirilmis t-testi kullamilmigtir. Bulgular: Tiim eglestirmeler arasinda istatistiksel olarak anlamh
fark bulunmustur (sirasiyla p= 0.035, p< 0.001, p< 0.001, p< 0.001). PTH degerleri EDTA’l1 plazmalarda
seruma gore daha yiiksek saptanmigtir. Bu durum sogukta biraz daha yiiksek, oda 1s1sinda biraz daha
diisiik sonuglarla birliktelik gostermigtir. Sonug: Kan alma noktalarinda PTH o6l¢timleri igin soguk
zincire uyularak kan aliniyorsa veya serum yerine EDTA’l1 plazmadan galisiliyorsa, bu durumun
kliniklerden gonderilen kanlar i¢in de standart hale getirilmesi, yatan hasta ve ayaktan hastalar
arasinda gozlenebilecek PTH sonuglar1 uyumsuzlugunu ortadan kaldirabilir.

Anahtar Kelimeler: Paratiroid hormon; ekstraselliiler matriks, 1s1

ABSTRACT Objective: The purpose of this study was to investigate parathyroid hormone (PTH) meas-
urements in two types of matrices (serum and plasma) collected and kept under room temperature
and cold conditions. Material and Methods: Blood was drawn successively into 4 tubes (2 with EDTA,
2 with clot-activator gel) from 50 patients without parathyroid pathology who attended to our labo-
ratory. Two of the tubes (one with EDTA and one with gel) were kept in cold (embedded in ice) and
the other two in room temperature for 15 minutes until centrifugation. Then, the tubes kept in cold
were centrifuged at 4°C and the tubes kept in room temperature underwent normal centrifugation to
separate the sera and plasma. PTH levels were measured in all sample groups with Immulite 2000 im-
munoassay on the same day of blood collection. PTH levels outside the reference limits (16-87 pg/mL)
were not included in the study and the samples from the remaining 30 subjects were statistically eval-
uated. Paired t-test was used for evaluating the statistical difference between the following pairs: nor-
mal serum-cold serum, normal plasma-cold plasma, normal serum-normal plasma, cold serum-cold
plasma. Results: The difference between all pairs were statistically significant.(p= 0.035, p< 0.001, p<
0.001, p< 0.001, respectively). PTH levels were higher in plasma with EDTA than in sera. This was as-
sociated with relatively higher levels in cold and lower levels in room temperature. Conclusion: If
blood is drawn according to cold chain rules for PTH measurements at blood drawing units or plasma
with EDTA is used instead of serum, standardization of this process for the blood sent from the clin-
ics can eliminate the disparity in PTH measurements between outpatients and inpatients.
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TH, insanlarda 11. kromozomun kisa kolu
Ptaraflndan kodlanan, plazmadaki iyonize

kalsiyumun miktarinin azalmasina cevap
olarak paratiroid bezleri tarafindan sentezlenerek
kana salinan 84 aminoasitli ve tek zincirli bir poli-
peptid hormondur.'? Paratiroid bezindeki sentezin
kodlanmasi 25 aminoasitlik pre- kismi ile 6 amino-
asitlik pro- kisimlarini da igerir. Bu 115 aminoasit-
lik iirline preproparatiroid hormonu denmektedir.
Piiriizlii endoplazmik retikuluma girisi ile amino
ucundan 25 aminoasidi kopartilan bu tek zincirli
hormon artik proparatiroid hormonu olarak adlan-
dirilmaktadir. Daha sonra Golgi cisimcigine gecen
proparatiroid hormonun 6 aminoasitlik parcasi da-
ha amino ucundan koparilarak PTH sentezlenmis
olur. Sentezlenen 1-84 PTH’ye sekretuar graniiller
icerisinde salgilanmay1 beklerken ya da kana salgi-
landiktan hemen sonra proteolizle yikilarak N-ter-
minalinden 6 aminoasid daha kaybeder ve major
proteolitik irtin 7-84 PTH olusur.* Normal kisiler-
de kandaki 1-84 PTH’nin 7-84 PTH’ye oramni yakla-
sik 1/1’dir.> Kanda PTH’nin bu degisik molekiiler
formlar: karisim halinde bulunur. Bu PTH formla-
r1, tam PTH molekiilii [PTH(1-84)] ve karaciger ile
paratiroid bezlerinden kaynak alan N- ve C- termi-
nalleridir. Intakt olarak kana salinan PTH mole-
kiillerinin yar1 6mrii 4-5 dk.dir ve bu kisa siirenin
sonunda karaciger ve bobreklerde N-terminali, C-
terminali ve orta-boliim fragmanlarina ayrigtirilir.®
PTH, bobrekler ve kemikler tizerindeki biyolojik
etkisini, ilk 34 aminoasitlik kisim olan amino ter-
minali (N-terminal) {izerinden gosterir. flging olan,
PTH(1-84)’1n major biyolojik etkilerini N-termina-
li yaratirken, kanda dolasan esas ¢ogunlugu C-ter-
minalinin olugturmasidir.37-11

PTH’nin bu farkli formlarinin kanda dolagma-
s1 6l¢ctimlerde de farkliliklar: beraberinde getirmis-
tir. Daha 6nce “radioimmunoassay (RIA)’lerle
yapilan PTH 6l¢iimlerinde, daha ¢ok C-terminali-
ne duyarli (mid- ve C-terminal PTH RIA’lar1) epi-
toplar kullanilirdi. Bu yéntem daha ¢ok son donem
bobrek yetmezliginde kanda yiikselen bu fragman-
larin dl¢iilmesi agisindan yarar saglarken gercek bi-
yolojik etkinligin 6lciilmesinde fayda
saglayamamistir. Daha sonra PTH 6l¢iimlerinde 2.

jenerasyon yontemlerin gelisimi hizlanmistir.

PTH ol¢iim yontemleri bu tiir gelisimler gos-
terirken yontemin PTH nin ol¢iilecegi matriksten
ve ortam 1s1sindan etkilenip etkilenmedigi de fark-
l1 aragtirmalarin konusu olmustur. Biz bu ¢aligsma-
da PTH’nin matriks degisikliginden ve farklh
matrikslerin ortam 1silarindan ne derece etkilendi-
gini arastirdik.

I GEREC VE YONTEMLER

Universitemiz etik kurulundan onay alindiktan
sonra, hastanemiz merkez laboratuvarina ayni giin
bagvuran 50 hastadan (yas ortalamalar: + standart
sapma (SS), 45.2 + 8.9) sozlii onay alinarak kan alin-
d1. Hastalar, kan alim: 6ncesinde gecirdikleri veya
sahip olduklar: paratiroid patolojisi agisindan sor-
gulands; bu tiir hastalar caligmaya dahil edilmedi.
Bu sekilde kanlar1 alinan 50 hastadan PTH’deger-
leri referans aralig1 (16-87 pg/mL) disinda ¢ikanlar
da istatistiksel hesaplamalar1 yaniltmamasi agisin-
dan g¢aligmaya dahil edilmediler. Her hastadan 2
adet vakumlu kuru tiipe, 2 adet de EDTA’]1 vakum-
lu tiipe (Beckton-Dickinson, Franklin, New Jersey,
USA) kan alindi. Alinan kanlardan kuru ve EDTA’-
l1 olanlardan birer adedi buz i¢ine kondu. Diger bi-
rer O6rnek ise normal tiip standina yerlestirildi ve
bu sekilde santrifiij edilene kadar 2 tiip soguk sart-
larda, 2 tiip ise normal oda 1sisinda en fazla 15 dk.
olacak sekilde bekletildi. Sogukta beklemis olan
kanlar +4°C’de, oda 1sisinda bekletilenler normal
santrifiijde ¢evrildi. Ayrilan plazmalar ve serumla-
rin tiimii aym giin kemiluminesans yéntemi ile Im-
miilite 2000 (Diagnostics Products Cooperation
(DPC), Los Angeles, CA, USA) cihazinda yine ayn1
firmanin intakt PTH kitleri ile ¢alisildi. DPC, kemi-
luminesans yontemi ile PTH 6l¢timiinde, PTH ami-
noasid dizininin 1-3 ve 9-15. aminoasidlerine
duyarli antikorlar kullanmaktadir. Bu sekildeki
yontemle sadece tam molekiil (intakt) PTH 6l¢ii-
mii yapilmaktadar.

EDTA’L tiiplerden elde edilen soguk ve nor-
mal plazmalardaki PTH diizeyleri ile normal kuru
diiz tiiplerden elde edilen soguk ve normal serum-
lardaki PTH diizeyleri, dagilimin Kolmogorov-
Smirnov testi ile normal oldugu saptandiktan sonra,
istatistiksel olarak eglestirilmis t-testi kullanilarak
kargilastirilds.
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TABLO 1: Normal ve soguk, serum ve plazmalarda dl¢ilen PTH (pg/mL) Ort + SS, en disik ve en yiksek degerleri.
n=30 Soguk serum Normal serum Soguk plazma Normal plazma
Ort + SS (pg/mL) 41.85 £ 12.69 40.22 + 12.88 57.65 + 14.70 53.27 £ 141
En diistik (pg/mL) 16.4 15.5 267 25.4
En yiiksek (pg/mL) 63.6 66.2 86 84.2

I BULGULAR 7
Bulunan PTH sonuglarinin en diisiik, en yiik- 60 Soguk Pz
Normal Plazma

sek ve Ort + SS degerleri Tablo 1°’de verilmistir.

Oda 1s1sindaki plazma PTH diizeyi oda 1s1s1n-
daki serum PTH degerine gore %25 daha yiiksek
bulundu (p< 0.001). Soguk serum ve soguk plazma
PTH degerleri karsilastirildiginda ise soguk plaz-
madaki PTH degerleri %28 kadar daha yiiksek bu-
lundu (p< 0.001).

Normal serum ile soguk serum PTH sonuglar
kargilastirildiginda normal serum PTH degerlerinde
%4’lik bir disiiklitk gozlenirken (p=0.035), normal
plazma ile soguk plazma PTH degerlerinin kargilas-
tirilmasinda bu farkin %8 oldugu gozlendi (p<
0.001). Sekil 1 incelendiginde PTH degerlerinin
normal serumdan soguk plazmaya dogru giderek
ylikseldigi goriilmektedir. Tim eglestirmelerde is-
tatistiksel olarak anlamli (p< 0.05) fark gozlendi.

I TARTISMA

PTH’nin dl¢im yontemleri yillar icinde molekii-
liin peptid zinciri igerisindeki farkli aminoasit di-
zinlerine o6zgli antikorlarin {iretimi ile 1.
jenerasyon’dan 3. jenerasyona dogru siirekli olarak
gelistirilmistir. Bizim laboratuvarimizda kullandi-
gimiz yontem kemiluminesans olup, tam molekiil
PTH’leri 6l¢mektedir. PTH’nin serum ve plazma
arasindaki stabilite farklar1 bir¢ok aragtirmaci tara-
findan ¢aligilmigtir.”'?""> PTH’nin oda 1s1sinda bek-
letilen serumlarda stabilitesini kaybettigini ortaya
koyan ¢aligmalar vardir.*713141617 Ancak bu ¢alis-
malarin bizim yaptigimiz ¢aligmadan farklari, ali-
nan Orneklerin 2-3 giin bekletilerek ¢alisilmasi ve
bu sekilde stabilitenin aranmasidir. Yaptigimiz ¢a-
lismada soguk zincire uyularak alinan ve santrifij
edilen serum ve plazmalarin, oda 1sisindakilere go-
re daha yiiksek sonuclar verdigi saptanmis ve bu
sonug literatiirdeki diger ¢caligmalar ile uyumlu bu-
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SEKIL 1: Farkli tiip gruplarindaki PTH ortalamalarinin karsilastinimasi (n=
30).

lunmugtur.”'*1617 Soguk EDTA’1 plazmada sonug-
lar seruma gore daha yiiksek bulunmustur. Istatis-
tiksel
serum-normal plazma, soguk serum-soguk plazma,

olarak  gruplar arasinda (normal
normal serum-soguk serum, normal plazma-soguk
plazma) anlaml farklar bulunsa da bu degerler re-
ferans aralip icerisinde oldugundan patolojik de-
gerlerdeki serum ve plazmalarda PTH 6l¢iimiiniin
nasil etkilendigini gérmek daha ileri ¢aligmalarin

konusu olacaktir.

Daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalar bekleyen

serum ve lizerine

4,7,13,16,17

plazmalar yogunlasmis-

ken caligmamizda kan alimir alinmaz sant-
rifiijleme siiresine kadarki siirecte sogukta veya oda
1s1sinda bekletmenin serum ve plazma PTH diizey-
leri {izerine olan etkisi arastirilmigtir. Yaptigimiz
calismada PTH odl¢limlerinde dikkat edilmesi gere-
ken esas noktanin PTH’nin hangi tip 6rnekten ¢a-
ligilacagr (serum veya EDTA’lh plazma), soguk
sartlar saglanarak mi yoksa oda 1s1s1 sartlarinda mi1
alindig1 ve santrifiijlemenin de ne tipte (soguk ve-
ya normal) yapilmas: gerektigi sorgulanmistir. Ge-
nel uygulamada klinisyenin ¢aligtig1 hastanenin
laboratuvarinda, PTH ne sekilde ¢alisiliyorsa, bu-
na hem kliniklerden gonderilen kanlarda uyumlu-
lugun aranmasi, hem de hastanin bazi durumlarda
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oldugu gibi hastane disinda bir bagka merkezde
PTH tetkikini yaptirmasi: durumunda yine ayni uy-
gunlugun aranmasi hastanin sonuglarinin karsilas-
tirilmasinda bir sart gibi gériinmektedir. Daha 6nce
de yapilmig caligmalarin sonuglari ile uyumlu olan
calismamiz gostermistir ki, PTH diizeyleri EDTA’-
11 plazmada, seruma goére daha stabil kalmakta ve
bu durum soguk zincire uyularak alinan ve transfe-
ri saglanan kanlarda daha belirgin olmaktadur.

0 SONUG

Biyokimya laboratuvarlarinda g¢alisilan PTH
testlerine kliniklerin uyum saglamas: ve yatan has-
talardan gonderilen kanlarin laboratuvar ile uyum-
lu olmas1 gerekmektedir. Kan alma noktalarinda
PTH 6l¢timleri i¢in soguk zincire uyularak kan ali-

niyorsa veya serum yerine EDTA’]1 plazmadan ¢a-
lisiliyorsa, bu durumun kliniklerden gonderilen
kanlar i¢in standart hale getirilmesi, yatan hasta ve
ayaktan hastalar arasinda gozlenebilecek PTH so-
nuclar1 uyumsuzlugunu ortadan kaldirabilir.

Caligmamizin 6zellikle paratiroid patolojisine
sahip hastalarla tekrarlanmasinin, bu farkin yiik-
sek veya diisiik PTH degerlerine sahip hastalarda
nasil bir sonug verecegini gostermesi ve bu duru-
mun daha da agiklik kazanmasi agisindan fayda
saglayacag1 goriisiindeyiz.
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