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ÖZET

Amaç:  HDL anti-aterojenik bir partiküldür ve bu etkisini ters kolesterol tafl›n›m› ve yap›s›nda bulunan

paraoksonaz (PON1) ve platelet aktive edici faktör asetilhidrolaz enzimleri arac›l›¤› ile gösterir.

Biyolojik varyasyon verileri ile bir yöntemin analitik kalite hedefleri, referans de¤erlerinin kullan›m›n

uygun olup olmayaca¤› ve ard›fl›k sonuçlardaki de¤iflikliklerin klinik olarak anlaml› olup olmad›¤›

bilgileri elde edilebilir. Bu bilgiler ›fl›¤›nda bu çal›flmada paraoksonaz›n ve HDL-kolesterolün biyolojik

varyasyonunun saptanmas›, HDL-K biyolojik varyasyonunun paraoxonaz›n biyolojik varyasyonu

üzerine etkisinin olup olmad›¤›n›n araflt›r›lmas› ve elde edilen biyolojik varyasyon verilerinden yola

ç›karak yöntemlerin kalite gerekliliklerinin belirlenmesi amaçland›.

Gereç ve Yöntem:  Toplam 17 sa¤l›kl› kifliden 0, 1, 2, 7, 14, 21 ve 28. günlerde venöz kan al›nd›.

Analizler sonras›nda nested ANOVA analizleri ile birey-içi, bireyler-aras› biyolojik varyasyon, bireysellik

indeksi ve kalite gereklilikleri saptand›.

Bulgular:  Paraoksonaz›n birey-içi ve bireyler-aras› varyasyonu s›ras› ile %11.45 ve %70.83 olarak

bulundu. HDL-K için ayn› parametreler %6.24 ve %28.73 olarak saptand›. Her iki parametre için de

bireysellik indeksi <0.6 olarak hesapland›. Paraoksonaz için kalite gereklilikleri- kesinlikten sapma

%5.73, do¤ruluktan sapma %17.71 ve toplam kabul edilebilir hata %27.16 olarak bulundu.

Sonuç:  Paraoksonaz›n bireyler-aras› varyasyonu yüksektir ve temel nedeni genetik faktörlerdir. Ancak

lipid metabolizmas› ile ilgili etkenler, sigara kullan›m›, yafl ve diyet de farkl›l›kta etkendir. HDL-K’ün

gerek birey-içi gerekse de bireyler-aras› varyasyonu paraoksonaza göre düflük oldu¤undan PON

varyasyonunda temel belirleyici faktör de¤ildir. Her iki parametre için de bireysellik indeksi <0.6’d›r ve

bu nedenle test sonuçlar›n›n referans de¤erler yerine kiflinin kendi sonuçlar›na göre de¤erlendirilmesi

daha uygundur.

Anahtar Sözcükler:  Paraoksonaz, biyolojik varyasyon, bireysellik indeksi, kalite gereklilikleri

ABSTRACT

Objective:  HDL is considered as anti-atherogenic and it exerts this effect with reverse cholesterol
transport and with the contribution of enzymes such as paraoxonase and platelet activating factor

acetylhydrolase. Data on biological variation can be used to determine the quality specifications of a
method, the utility of the reference values for the method and the magnitude of change that is

significant and related to disease. In the light of this information, the aim of the study was to 
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determine the biological variations of paraoxonase and HDL-cholesterol, the influence of biological

variation of HDL-C on paraoxonase and with the obtained data to determine the quality specifications
of the methods.

Materials and Methods: Blood was obtained from 17 subjects on days 0, 1, 2, 7, 14, 21 and 28.
After all the analyses were completed intra-individual and inter-individual biological variations, index

of individuality and quality specifications were computed.

Results:  Intra-individual, inter-individual biological variations for paraoxonase and HDL-C were

11.45%, 70.83% and 6.24%, 28.73%, respectively. For both of the analytes the index of individuality
was <0.6. Quality specifications for paraoxonase were as follows: imprecision < 5.73%, bias <17.71%

and total allowable error <27.16%.

Conclusion:  Inter-individual biological variation of paraoxonase was high and the genetic factors are

the main determinants of this variation. Meanwhile parameters of lipid metabolism, smoking, aging
and diet also contribute to this variation. Since biological variation of HDL-C was relatively low, its

effect on biological variation of paraoxonase was limited. Due to low index of individuality it seems
more relevant to interpret the results of both parameters according to the previous results of the

individual instead of the population based reference values.  

Key Words:  Paraoxonase, biological variation, index of individuality, quality specifications

Tuncel P. ve ark.

yasyon katsay› s› ile ifade edilir (CVI, CVG).

Biyolojik varyasyon verilerinden bir yöntemin

analitik kalite hedefleri, referans de¤erleri-

nin kullan›m›n›n uygun olup olmayaca¤› ve

ard›fl›k sonuçlardaki de¤iflikliklerin klinik

olarak anlaml› olup olmad›¤› ö¤renilebilir (7).

Bu çal›flmada PON1’un ve HDL-kolesterolün

biyolojik varyasyonunun saptanmas›, HDL-K

biyolojik varyasyonunun PON1 biyolojik var-

yasyonu üzerine etkisinin olup olmad›¤›n›n

araflt›r›lmas› ve elde edilen biyolojik varyas-

yon verilerinden yola ç›karak yöntemlerin

kalite gerekliliklerinin belirlenmesi amaçland›.

GEREÇ VE YÖNTEM

Bu çal›flmaya 9’u kad›n, 8’i erkek toplam 17

sa¤l›kl› laboratuvar çal›flan› gönüllü olarak

kat›ld›. Yafllar› 27-50 aras›nda idi ve herhangi

bir kronik hastal›klar› ve düzenli kulland›klar›

bir ilaç yoktu. Gönüllülere, Dünya Hekimler

Birli¤i Helsinki Bildirgesi’ne uygun olarak

çal›flma ile ilgili bilgi verildi ve yaz›l›

onamlar› al›nd›.

Gönüllülerden 0, 1, 2, 7, 14, 21 ve 28.

günlerde venöz kan al›nd›. Preanalitik evre

ile ilgili de¤iflimleri ortadan kald›rabilmek

için özen gösterildi. Kanlar, 10-12 saat açl›k

sonras› sabah saat 08-09 aras›nda, kifliler

10 dakika oturup dinlendikten sonra al›nd›. 

G‹R‹fi

Yüksek dansiteli lipoprotein (HDL) anti-

trombotik, anti-inflamatuvar, anti-aterojenik

etki gösteren bir partiküldür. Anti-aterojenik

etkisini ters kolesterol tafl›n›m› ve yap›s›nda

bulunan paraoksonaz (PON1) ve platelet

aktive edici faktör asetilhidrolaz enzimleri

arac›l›¤› ile gösterir (1). 

PON1 (arildialkilfosfataz [EC 3.1.8.1]), kara-

ci¤erde sentezlenen, molekül a¤›rl›¤› 43-45

kDalton olan bir moleküldür. 354 amino

asidden meydana gelir ve glikoprotein yap›-

dad›r. Ilk olarak organik fosfor bilefliklerini

detoksifiye edici etkisi ortaya ç›kar›lm›fl (2),

daha sonra insan vücudunda HDL’in yap›-

s›nda tafl›nd›¤› ve özellikle düflük dansiteli

lipoproteinlerin (LDL) yap›s›nda bulunan

fosfolipidlerdeki okside ya¤ asidlerini hidro-

lize ederek anti-aterojenik etki gösterdi¤i

ortaya konmufltur (3,4,5). Ayr›ca, HDL’nin

yap›s›nda bulunan fosfolipidlerin oksidasyo-

nuna da engel olarak HDL üzerine de koru-

yucu etki gösterdi¤i saptanm›flt›r (6).

Bir testin sonuçlar›n›n do¤ru olarak yorum-

lanabilmesinde önemli faktörlerden birisi de

biyolojik varyasyondur. Biyolojik varyasyon

analizlerde meydana gelebilecek total varyas-

yonun bir komponentidir. Birey-içi (BVI) ve

bireyler-aras› (BV G) olarak ele al›n›r ve var-
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fiekil 1.  Kiflilerin ortalama, en düflük ve en yüksek PON1

de¤erleri.

‹lk 9 kifli kad›n, 10–18. kifliler erkektir.
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varyans sapta nd›. Tüm sonuçlar›n genel orta-

lamas›na bölünerek total varyasyon (CVT)

bulundu. Afla¤›daki formül ile CVG hesap-

land›:

CVG= (CVT
2 - CVI

2 - CVA
2)

1/2

Yöntemin bireysellik indeksi (Index of Indi-

viduality) (InI) sonuçlar›n referans de¤erlere

göre de¤erlendirilmesinin uygun olup olma-

d›¤›n› ifade eder ve CVI / CV G formülü ile

hesaplan›r (9). 

Yöntemin kalite gereklilikleri (spesifikasyon-

lar›) olarak kesinlikten sapma (imprecision)

I<0.5 CV I; do¤ruluktan sapma (bias) B<0.25

(CVI
2 + CV G

2)
1/2

 ve toplam kabul edilebilir

hata TEa<1.65I + B formülleri kullan›larak

hesapland› (10).

BULGULAR

PON1 ve HDL-K sonuçlar› her gönüllü için

fiekil 1 ve fiekil 2’de gösterilmifltir. 

PON1 ve HDL-K için hesaplanan CV A, CVI, CV G,

InI sonuçlar› ve yöntemin kalite gereklilik-

leri Tablo 1’de belirtilmifltir.

Kad›nlarda ortalama PON1 aktivitesi 64.89±

41.17 U/L (ortalama ± SD) iken erkeklerde

82.38±65.04 U/L idi ve aralar›nda anlaml›

fark yoktu. HDL-K ise kad›nlarda 61.32±

13.25 mg/dL, erkeklerde 42.39±11.58 mg/dL

olarak bulundu ve iki sonuç aras›ndaki fark

istatistiksel olarak anlaml›yd› (p=0.007).

Paraoksonaz ve Biyolojik Varyasyonu

Tüm kanlar ayn› kifli taraf›ndan ve ayn› lot

numaral› düz tüplere (Becton Dickinson,

ABD) al›nd›. Kanlar al›nd›ktan sonra 1 saat

içinde 3000 rpm’de 10 dakika santrifüj

edildi ve alikotlanarak -70°C’de sakland›.

Gönüllülerden son örnek al›nd›ktan sonra

tüm serumlar ayn› çal›flma içinde rastlant›-

sal olarak yerlefltirilerek çift olarak çal›fl›ld›.

PON1, Hitachi DP Modular Systems (Roche

Diagnotics) analizöründe Juretic ve ark.n›n

yöntemi ile (8), HDL-K ise ayn› analizörde

firmaya ait kendi kitleri ile çal›fl›ld›.

Biyolojik varyasyon ile ilgili bulgular varyas-

yon katsay›s› (CV) ile ifade edildi ve hesap-

lamalarda CV = Standart sapma (SD)/orta-

lama x 100 formülü kullan›ld›. Birey-içi ve

bireyler-aras› sonuçlar içinde uç de¤er olup

olmad›¤› Cochran ve Reed testleri uygula-

narak araflt›r›ld›. Tüm ifllemler için Excel

(Microsoft) kullan›ld›. ‹fllemler hem tüm grup

için hem de kad›nlar ve erkekler için ayr›

ayr› gerçeklefltirildi. ‹statistiksel de¤erlendir-

me SPSS 11.0 kullan›larak ANOVA testi ile

yap›ld›.

Analitik varyasyon (CV A) hesaplamalar› için

çift çal›fl›lan örneklerin sonuçlar› aras›ndaki

varyans kullan›ld›. Örnek çiftleri aras›ndaki

fark›n karesi al›narak 2’ye bölündü ve tümü

toplanarak ortalamas› al›nd›. Karekökü al›-

narak SD hesapland›. Formüldeki ortalama

için tüm sonuçlar›n genel ortalamas› kulla-

n›ld› (7).

Birey-içi biyolojik varyasyon (CV I) için kiflile-

rin kendi sonuçlar› aras›ndaki varyans hesap-

land›. Bunun için örnek çiftlerinin sonuçlar›-

n›n ortalamas› al›nd›. Bir kifliye ait sonuçlar

aras›ndaki varyans saptand›. Karekökü ayn›

kifliye ait ortalama aktivite/konsantrasyona

bölünerek CVTI (birey-içi total varyans) hesap-

land›. CV TI, CV A’y› da içerdi¤i için afla¤›daki

formül kullan›larak CVI hesapland›:

CVI = (CVTI
2 - CVA

2)
1/2

Bireyler-aras› varyasyon için tüm kiflilerin

tüm sonuçlar› kullan›ld›. Tüm sonuçlar aras›
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fiekil 2.  Kiflilerin ortalama, en düflük ve en yüksek HDL-K

de¤erleri.

‹lk 9 kifli kad›n, 10–18. kifliler erkektir.

TARTIfiMA

Son y›llarda PON1 ve PON1’in LDL ile HDL

üzerine koruyucu etkisi ile ilgili çok say›da

çal›flma vard›r. PON1’un genetik varyasyon-

lar› en s›k çal›fl›lm›fl konular iken, biyolojik

varyasyonu ile ilgili sadece tek bir çal›flma

vard›r. Oysa biyolojik varyasyon verileri ile

elde edilen bilgiler test sonuçlar›n›n daha

do¤ru yorumlanmas›na yard›mc› olabilir.

PON1’un biyolojik varyasyonu ile ilgili litera-

türdeki tek çal›flma Browne ve ark. tara-

f›ndan yap›lm›fl, CVA, CV I ve CVG s›ras›yla

%9.17, %13.4 ve %84.0 olarak bulunmufl-

tur (11). 

Çal›flmam›zda CVA, Browne ve ark.n›n sonu-

cuna göre oldukça düflük bulunmufltur. PON1

yöntemleri henüz standardize yöntemler de-

¤ildir. Ayr›ca çal›flma s›ras›nda paraokson’un

substrat olarak kullan›ld›¤› reaktifte zamanla

non-enzimatik ve PON1 ile iliflkili olmayan

hidroliz meydana geldi¤i ve "kör" absorban-

s›n›n yükseldi¤i gözlendi. Bu nedenle çift

ölçümlerde tüm örneklerin ilk analizleri

bitirildikten sonra bir kör okuma yap›larak

ikinci analizlere geçildi. Bu ifllem ölçümler

aras› varyans›n daha düflük olmas›n› ve dola-

y›s›yla daha düflük CVA saptam›fl olmam›z›

sa¤lam›fl olabilir.

PON1’in birey-içi biyolojik varyasyonu yüksek

de¤ildir. Çal›flmam›zda ve Browne ve ark.

çal›flmas› ile benzer sonuçlar saptanm›flt›r.

Ancak her iki çal›flmada da bireyler-aras›

varyasyon oldukça yüksek bulunmufltur.

Bireyler-aras› farl›l›kta genetik ve çevresel

faktörler rol oynamaktad›r. Genetik faktör-

lerin total fenotipik varyasyonun %65 ile

92’sinden sorumlu oldu¤u, genetik faktörler-

den sonra lipoprotein metabolizmas› ile ilgili

etkenlerin de ikinci s›rada yer ald›¤›n› bildi-

rilmifltir (12). Ayr›ca sigara kullan›m›n›n, yafl

ve ya¤dan zengin beslenmenin PON1 akti-

vitesini düflürdü¤ü rapor edilmifltir (13,14). 

PON1’in plazmada tamamen HDL’nin yap›-

s›nda bulunmas› ve lipid parametrelerinin 

Tablo 1.  PON ve HDL-K’ün biyolojik varyasyon ve kalite gereklilikleri.

PON HDL-K

Tüm Grup Kad›nlar Erkekler Tüm Grup Kad›nlar Erkekler

Ortalama aktivite (U/L)/ 73.12±52.71 64.89±41.17 82.38±65.04 52.41±15.53 61.32±13.25 42.39±11.58

konsantrasyon (mg/dL)*

Analitik varyasyon (CVA) % 1.38 1.38 1.38 1.09 1.09 1.09

Birey-içi (CVI) % 11.45 11.26 11.67 6.24 6.45 6.01

Bireyler-aras› (CVG) % 70.83 61.02 75.15 28.73 20.50  25.74  

Bireysellik ‹ndeksi (CVI/CVG) 0.16 0.18 0.16 0.22 0.31 0.23

Kalite Gereklilikleri

Kesinlikten Sapma (%) 5.73 5.63 5.84 3.12 3.23 3.00

Do¤ruluktan Sapma (%) 17.71 15.51 19.01 7.35 5.37 6.61

Toplam Kabul edilebilir Hata (TEa) (%) 27.16 24.80 28.65 12.50 10.70 11.56

* Sonuçlar ortalama ± SD olarak verilmifltir.

Tuncel P. ve ark.
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PON1 biyolojik varyasyonunda etkili oldu¤u-

nun bildirilmesi nedeniyle HDL-K’ün biyolo-

jik varyasyonu da çal›flma kapsam›na al›nd›

ve saptanan PON1 biyolojik varyasyonunda

HDL-K’ün ne kadar etkili oldu¤u de¤erlen-

dirmeye çal›fl›ld›.

HDL-K’ün CV I’nu %6.24, CVG’nu ise %28.75

olarak bulundu. Bu de¤erler Ricos ve ark.n›n

çeflitli çal›flmalardan derleyerek oluflturduk-

lar› ve Westgard QC web sayfas›nda da yer

alan veriler (15) ile benzerdir. Bizim sapta-

d›¤›m›z CVG daha yüksektir. Bu fark verinin

al›nd›¤› kaynakta çal›flman›n sadece kad›n

gönüllüler ile yap›lmas›ndan olabilir (16).

Kad›nlar ve erkeklerin HDL-K de¤erleri bir-

birinden farkl›d›r. Bu çal›flmada da HDL-K

düzeyi kad›nlarda 61.32 mg/dL, erkeklerde

ise 42.39 mg/dL olarak saptand› ve ortala-

malar› anlaml› olarak farkl› bulundu. Daha

genifl bir aral›¤a yay›lan de¤erler aras›ndaki

fark›n karfl›laflt›r›lmas› nedeniyle daha büyük

kifliler-aras› fark elde edilmifl olmas› do¤ald›r.

HDL-K’ün gerek birey-içi gerekse de bireyler-

aras› varyasyonu PON1 varyasyonu ile karfl›-

laflt›r›ld›¤›nda görece olarak düflük oldu¤un-

dan PON1 varyasyonunda temel belirleyici

faktör olmad›¤› düflünüldü.  

Bireysellik indeksi, test sonuçlar›n›n referans

aral›k ile karfl›laflt›r›larak de¤erlendirilmesinin

uygunlu¤u hakk›nda bilgi veren bir para-

metredir. ‹ndeks sonucu küçüldükçe birey-

sellik artar. E¤er InI <0.6 ise bireysellik yük-

sektir ve sonuçlar›n mümkün oldu¤uca kifli-

nin kendi eski sonuçlar›na göre de¤erlendi-

rilmesi uygundur. InI >1.4 ise sonuçlar›n

referans de¤erlere göre ele al›nmas› uygun

kabul edilir (9). Hem PON1 hem de HDL-K

için InI <0.6 olarak saptand›. Bu yukar›da

belirtilen çal›flmalardaki sonuçlar ile ayn›d›r.

Gerek PON1 gerekse de HDL-K için düflük

de¤erler saptanmas›, kifliler aras› fark›n büyük

oldu¤unu ve bu nedenle referans de¤erler

yerine kiflinin önceki sonuçlar›na göre de¤er-

lendirmenin de¤iflimlerdeki anlaml›l›¤› sapta-

mada klinik olarak daha yararl› olaca¤›n›

göstermektedir.

Biyolojik varyasyon  verilerinden elde edile-

bilecek bir di¤er sonuç da yöntemin kalite

hedeflerinin veya standartlar›n belirlenmesi-

dir (17). Test sonuçlar›n›n do¤rulu¤u hasta

tan›, tedavi ve takibinde büyük önem tafl›r.

Klinik karar aflamas›nda do¤ru sonuçlar›n hasta

yarar›na kullan›lmas› yöntemin analitik kali-

tesi ile de ilgilidir. Bu nedenle analitik kalite

hedeflerinin belirlenmesi özelikle yeni bir

yöntemin laboratuvarlar taraf›ndan kullan›-

ma konmas› s›ras›nda yol gösterici olur. Son

y›llarda kalite spesifikasyonlar›-gereklilikleri-

olarak isimlendirilen kesinlikten sapma, do¤ru-

luktan sapma ve toplam kabul edilebilir hata,

PON1 ve HDL-K için hesapland›. HDL-K için

saptad›¤›m›z sonuçlar Ricos ve ark. taraf›n-

dan bildirilen de¤erler (I< %3.6; B< %5.2 ve

TEa <% 11.1) ile benzerdir. "National Cho-

lesterol Education Program" total kolesterol,

LDL-K, HDL-K ve trigliserid ölçümleri için

kalite gerekliliklerini 1995 y›l›nda belirlemifl

ve 2002 y›l›ndaki güncellemesinde (Adult

Treatment Panel III –ATPIII) bu de¤erleri aynen

kabul etmifltir (18,19). NCEP taraf›ndan kabul

edilen ve tüm standardize laboratuvarlar

taraf›ndan uyulmas› istenen kalite gerekli-

likleri I <% 4; B <%5 ve TEa <% 13’dür.

Laboratuvar›m›zda kullan›lan yöntem HDL-K

için kesinlikten sapma ve TEa için belirle-

nen gereklilikleri karfl›larken do¤ruluktan

sapma için hedefi karfl›lamamaktad›r. Ricos

ve ark taraf›ndan bildirilen de¤erler de ayn›

özellikleri tafl›maktad›r. Hedeflerin kondu¤u

1995 y›l›ndan günümüze dek 18 y›l geçmifl

olmas›na ra¤men halen kullan›lmakta olan

HDL-K yöntem ve kitleri henüz arzulanan

do¤ruluk kriterine ulaflm›fl de¤ildir.

Sonuç olarak, PON1 düflük birey-içi ve yüksek

bireyler-aras› varyasyona sahiptir. HDL-K’ün

ise her iki biyolojik varyasyon komponenti

de göreceli olarak daha düflüktür ve bu

nedenle PON1’in yüksek varyasyonunda

HDL-K’ün katk›s› azd›r. Ancak her ki para-

metrenin de InI de¤erleri düflük oldu¤undan

sonuçlar›n›n referans de¤er aral›¤› yerine 
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hastan›n önceki sonuçlar›na göre de¤erlen-

dirilmesi daha uygundur.
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