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OZET

Amac: HDL anti-aterojenik bir partikuildiir ve bu etkisini ters kolesterol tasinimi ve yapisinda bulunan
paraoksonaz (PONI1) ve platelet aktive edici faktor asetilhidrolaz enzimleri aracihid@ ile gosterir.
Biyolojik varyasyon verileri ile bir ydntemin analitik kalite hedefleri, referans degerlerinin kullanimin
uygun olup olmayacagd ve ardisik sonuclardaki degisikliklerin klinik olarak anlamli olup olmadidi
bilgileri elde edilebilir. Bu bilgiler 1siginda bu calismada paraoksonazin ve HDL-kolesteroliin biyolojik
varyasyonunun saptanmasi, HDL-K biyolojik varyasyonunun paraoxonazin biyolojik varyasyonu
uzerine etkisinin olup olmadidinin arastirilmasi ve elde edilen biyolojik varyasyon verilerinden yola
cikarak yontemlerin Kkalite gerekliliklerinin belirlenmesi amacglandi.

Gereg ve Yontem: Toplam 17 saghkl kisiden O, 1, 2, 7, 14, 21 ve 28. giinlerde vendz kan alindi.
Analizler sonrasinda nested ANOVA analizleri ile birey-ici, bireyler-arasi biyolojik varyasyon, bireysellik
indeksi ve kalite gereklilikleri saptandi.

Bulgular: Paraoksonazin birey-ici ve bireyler-arasi varyasyonu sirasi ile %11.45 ve %70.83 olarak
bulundu. HDL-K i¢in ayn1 parametreler %6.24 ve %28.73 olarak saptandi. Her iki parametre icin de
bireysellik indeksi <0.6 olarak hesaplandi. Paraoksonaz icin kalite gereklilikleri- kesinlikten sapma
%>5.73, dodgruluktan sapma %17.71 ve toplam kabul edilebilir hata %27.16 olarak bulundu.

Sonuc: Paraoksonazin bireyler-arasi varyasyonu yiiksektir ve temel nedeni genetik faktorlerdir. Ancak
lipid metabolizmasi ile ilgili etkenler, sigara kullanimi, yas ve diyet de farklilikta etkendir. HDL-K'iin
gerek birey-ici gerekse de bireyler-arasi varyasyonu paraoksonaza gore dusuk oldugundan PON
varyasyonunda temel belirleyici faktor degildir. Her iki parametre icin de bireysellik indeksi <0.6’dir ve
bu nedenle test sonuclarinin referans degerler yerine kisinin kendi sonuclarina gére degerlendirilmesi
daha uygundur.

Anahtar Sozciikler: 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 O, 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

GIRI$

Yuksek dansiteli lipoprotein (HDL) anti-
trombotik, anti-inflamatuvar, anti-aterojenik
etki gosteren bir partikuldiir. Anti-aterojenik
etkisini ters kolesterol tasinimi ve yapisinda
bulunan paraoksonaz (PONI1) ve platelet
aktive edici faktor asetilhidrolaz enzimleri
aracihidy ile gosterir (1).

PON1 (arildialkilfosfataz (EC 3.1.8.1)), kara-
cigerde sentezlenen, molekil agirhd 43-45
kDalton olan bir molekildir. 354 amino
asidden meydana gelir ve glikoprotein yapi-
dadir. Ik olarak organik fosfor bilesiklerini
detoksifiye edici etkisi ortaya cikarilmis (2),
daha sonra insan viicudunda HDL’in yapi-
sinda tasindi@i ve Ozellikle diisuk dansiteli
lipoproteinlerin (LDL) yapisinda bulunan
fosfolipidlerdeki okside yag asidlerini hidro-
lize ederek anti-aterojenik etki gosterdigi
ortaya konmustur (3,4,5). Ayrica, HDL'nin
yapisinda bulunan fosfolipidlerin oksidasyo-
nuna da engel olarak HDL ftizerine de Koru-
yucu etki gésterdigi saptanmistir (6).

Bir testin sonuclarinin dogru olarak yorum-
lanabilmesinde 6nemli faktorlerden birisi de
biyolojik varyasyondur. Biyolojik varyasyon
analizlerde meydana gelebilecek total varyas-
yonun bir Komponentidir. Birey-i¢i (BV)) ve
bireyler-arasi (BV g) olarak ele alinir ve var-
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yasyon katsayi s1 ile ifade edilir (CV|, CVgq).
Biyolojik varyasyon verilerinden bir ydntemin
analitik kalite hedefleri, referans degerleri-
nin kullaniminin uygun olup olmayacad: ve
ardisik sonuglardaki degisikliklerin Klinik
olarak anlamli olup olmadidi 6égrenilebilir (7).

Bu ¢calismada PON1'un ve HDL-kolesteroliin
biyolojik varyasyonunun saptanmasi, HDL-K
biyolojik varyasyonunun PON1 biyolojik var-
yasyonu uzerine etkisinin olup olmadiginin
arastirilmasi ve elde edilen biyolojik varyas-
yon verilerinden yola c¢ikarak yontemlerin
kalite gerekKliliklerinin belirlenmesi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Bu calismaya 9'u kadin, 8’i erkek toplam 17
saglikli laboratuvar calisani génullii olarak
katildi. Yaglan 27-50 arasinda idi ve herhangi
bir kronik hastaliklan ve diizenli kullandiklar
bir ila¢ yoktu. Gonullilere, Dinya Hekimler
Birligi Helsinki Bildirgesi'ne uygun olarak
calisma ile ilgili bilgi verildi ve yazih
onamlar alindi.

Gontillulerden O, 1, 2, 7, 14, 21 ve 28.
gunlerde ven6z kan alindi. Preanalitik evre
ile ilgili degisimleri ortadan Kkaldirabilmek
icin 6zen gosterildi. Kanlar, 10-12 saat achk
sonrasi sabah saat 08-09 arasinda, Kisiler
10 dakika oturup dinle ndikten sonra alindi.
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Tim Kkanlar ayni kisi tarafindan ve ayni lot
numarali duz tiiplere (Becton Dickinson,
ABD) alindi. Kanlar alindiktan sonra 1 saat
icinde 3000 rpm’‘de 10 dakika santrifiij
edildi ve alikotlanarak -70°C’de saklandi.
Gonitlliilerden son Ornek alindiktan sonra
tim serumlar ayni calisma i¢inde rastlanti-
sal olarak yerlestirilerek cift olarak ¢alisildi.
PONI1, Hitachi DP Modular Systems (Roche
Diagnotics) analizoriinde Juretic ve ark.nin
yontemi ile (8), HDL-K ise ayni analizdrde
firmaya ait kendi Kitleri ile calisildi.

Biyolojik varyasyon ile ilgili bulgular varyas-
yon Kkatsayisi (CV) ile ifade edildi ve hesap-
lamalarda CV = Standart sapma (SD)/orta-
lama x 100 formiili kullanildi. Birey-i¢i ve
bireyler-arasi sonuglar icinde u¢ deger olup
olmadigi Cochran ve Reed testleri uygula-
narak arastirlldi. Tum iglemler icin Excel
(Microsoft) kullanildi. islemler hem tiim grup
icin hem de Kkadinlar ve erkekler icin ayn
ayn gerceklestirildi. istatistiksel degerlendir-
me SPSS 11.0 kullanilarak ANOVA testi ile
yapildi.

Analitik varyasyon (CV 4) hesaplamalar icin
cift calisilan érneklerin sonugclar1 arasindaki
varyans Kullanildi. Ornek ciftleri arasindaki
farkin karesi alinarak 2’ye bélundi ve timiu
toplanarak ortalamasi alindi. Karekoku ali-
narak SD hesaplandi. Formuldeki ortalama
icin tim sonuclarin genel ortalamas: kulla-
nild1 (7).

Birey-ici biyolojik varyasyon (CV ) icin Kisile-
rin kendi sonuclar1 arasindaki varyans hesap-
landi. Bunun icin érnek ciftlerinin sonuclari-
nin ortalamasi alindi. Bir Kigiye ait sonuclar
arasindaki varyans saptandi. Karekokii ayni
Kisiye ait ortalama aktivite/konsantrasyona
boélinerek CVyy (birey-ici total varyans) hesap-
landi. CV 1y, CV A'y1 da icerdidi icin asadidaki
formiil kullanilarak CV; hesaplandi:

CV; = (CVp2 - Cv))' 2

Bireyler-arasi varyasyon icin tum Kisilerin
tim sonugclari Kullanildi. Tim sonuclar arasi
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varyans sapta ndi. Tim sonuglarin genel orta-
lamasina bolunerek total varyasyon (CVr)
bulundu. Asagidaki formul ile CVg hesap-
landi:

CVg= (CV12 - CVP2 - cvd)' /2

Yontemin bireysellik indeksi (Index of Indi-
viduality) (Inl) sonuglarin referans degerlere
gore degerlendirilmesinin uygun olup olma-
digini ifade eder ve CV|/ CV g formuli ile
hesaplanir (9).

Yontemin Kkalite gereklilikleri (spesifikasyon-
lar1) olarak kesinlikten sapma (imprecision)
1<0.5 CV; dogruluktan sapma (bias) B<0.25
(CV;? + cV ¢2'? ve toplam kabul edilebilir
hata TEa<1.651 + B formiilleri Kullanilarak

hesaplandi (10).

BULGULAR

PON1 ve HDL-K sonuglart her génullu icgin
Sekil 1 ve Sekil 2’de gosterilmisgtir.

PON1 ve HDLK icin hesaplanan CV 5, CV;, CV g,
Inl sonuglarlt ve yOntemin Kalite gerekKlilik-
leri Tablo 1’de belirtilmistir.

Kadinlarda ortalama PON1 aktivitesi 64.89+
41.17 U/L (ortalama + SD) iken erkeklerde
82.38+65.04 U/L idi ve aralarinda anlamh
fark yoktu. HDL-K ise kadinlarda 61.32+
13.25 mg/dL, erkeklerde 42.39+11.58 mg/dL
olarak bulundu ve iki sonu¢ arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlhiydi (p=0.007).
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Sekil 1. Kisilerin ortalama, en diisiik ve en yiiksek PON1
degerleri.
ilk 9 Kisi kadin, 10-18. kisiler erkektir.
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Tablo 1. PON ve HDL-K'lin biyolojik varyasyon ve Kalite gereklilikleri.

PON

HDL-K

Tum Grup

Kadinlar

Erkekler Tum Grup Kadinlar Erkekler

Ortalama aktivite (U/L)/
konsantrasyon (mg/dL)*

73.12+52.71 64.89+41.17 82.38+65.04 52.41:15.53 61.32+13.25 42.39+11.58

Analitik varyasyon (CV,) % 1.38 1.38 1.38 1.09 1.09 1.09
Birey-ici (CV)) % 11.45 11.26 11.67 6.24 6.45 6.01
Bireyler-arasi (CV ) % 70.83 61.02 75.15 28.73 20.50 25.74
Bireysellik indeksi (CV;/CV) 0.16 0.18 0.16 0.22 0.31 0.23
Kesinlikten Sapma (%) 5.73 5.63 5.84 3.12 3.23 3.00
Dogruluktan 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
* Sonuglar ortalama + SD olarak verilmistir.

Calismamizda CV 5, Browne ve ark.nin sonu-

cuna gore oldukga diisiik bulunmustur. PON1

iz Ll e yontemleri hentiiz standardize yontemler de-

14 i) P gildir. Aynica calisma sirasinda paraokson’un

12 - PR ey substrat olarak kullanildigi reaktifte zamanls

3107 R or non-enzimatik ve PONI1 ile iliskili olmayan

> 2' - ' F——— hldrollz..meydf{r}a g}eldlgl 've "Kor" absorbafm

—d sinin yukseldigi goézlendi. Bu nedenle ift

;" _ ﬁ olciimlerde tim Orneklerin ilk analizleri

g ) bitirildikten sonra bir kér okuma yapilarak

20 30 40 50 60 70 80 90 100 ikinci analizlere gecildi. Bu islem o6lgiimler

HDLK (mg/dL) aras! varyansin daha diisuk olmasini ve dola

Sekil 2. Kisilerin ortalama, en diisiik ve en yiiksek HDL-K
degerleri.
ilk 9 kisi kadin, 10-18. kisiler erkektir.

TARTISMA

Son yillarda PON1 ve PON1‘in LDL ile HDL
uizerine koruyucu etKisi ile ilgili ¢cok sayida
calisma vardir. PON1'un genetik varyasyon-
lan en sik calisiimis konular iken, biyolojik
varyasyonu ile ilgili sadece tek bir calisma
vardir. Oysa biyolojik varyasyon verileri ile
elde edilen bilgiler test sonuclarinin daha
dodgru yorumlanmasina yardimci olabilir.
PON1’un biyolojik varyasyonu ile ilgili litera-
tirdeki tek calisma Browne ve ark. tara-
findan yapilmis, CVx, CV | ve CVg sirasiyla
%9.17, %13.4 ve %84.0 olarak bulunmus-
tur (11).
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yisiyla daha diisuk CVA saptamis olmamizi
saglamis olabilir.

PON1’in birey-i¢i biyolojik varyasyonu ytiksek
degildir. Calismamizda ve Browne ve ark.
calismasi ile benzer sonuglar saptanmistir.
Ancak her iki calismada da bireyler-arasi
varyasyon oldukc¢a ytiksek bulunmustur.
Bireyler-arasi1 farliikta genetik ve cevresel
faktorler rol oynamaktadir. Genetik faktor-
lerin total fenotipik varyasyonun %65 ile
92’sinden sorumlu oldugu, genetik faktorler
den sonra lipoprotein metabolizmasi ile ilgili
etkenlerin de ikinci sirada yer aldigini bildi-
rilmistir (12). Ayrica sigara Kullaniminin, yas
ve yaddan zengin beslenmenin PONI1 akti-
vitesini dusurdigu rapor edilmistir (13,14).

PON1‘in plazmada tamamen HDL’nin yapr
sinda bulunmasi ve lipid parametrelerinin

Tiirk Klinik Biyokimya Dergisi -



PON1 biyolojik varyasyonunda etkili oldugu-
nun bildirilmesi nedeniyle HDL-K’iin biyolo-
JikK varyasyonu da ¢alisma kapsamina alindi
ve saptanan PON1 biyolojik varyasyonunda
HDL-K'Uin ne kadar etkili oldugu degerlen-
dirmeye calisildi.

HDL-K'iin CV 'nu %6.24, CVg'nu ise %?28.75

olarak bulundu. Bu degerler Ricos ve ark.nin
cesitli calismalardan derleyerek olusturduk-

larn ve Westgard QC web sayfasinda da yer
alan veriler (15) ile benzerdir. Bizim sapta-
digimiz CVq daha ytiksektir. Bu fark verinin
alindigi kaynakta calismanin sadece Kkadin
gonulliiler ile yapilmasindan olabilir (16).
Kadinlar ve erkeklerin HDL-K degerleri bir-
birinden farkhdir. Bu calismada da HDL-K
diizeyi kadinlarda 61.32 mg/dL, erkeklerde

ise 42.39 mg/dL olarak saptandi ve ortala-
malar1 anlamli olarak farkli bulundu. Daha
dgenis bir araliga yayillan degerler arasindaki
farkin Karsilastirllmasi nedeniyle daha biiyiik
Kisiler-arasi fark elde edilmis olmasi dogaldir.

HDL-K'lin gerek birey-i¢i gerekse de bireyler-
arasl varyasyonu PONI varyasyonu ile karsi-
lastirildiginda gorece olarak dusiik oldugun-
dan PONI1 varyasyonunda temel belirleyici
faktor olmadidi diusunuldii.

Bireysellik indeksi, test sonuclarinin referans
aralik ile karsilastirilarak degerlendirilmesinin
uygunlugu hakkinda bilgi veren bir para-
metredir. indeks sonucu Kkiigiildiikge birey-
sellik artar. Eger Inl <0.6 ise bireysellik ytik-
sektir ve sonucglarin mumkiin olduguca Kisi-
nin kendi eski sonuclarina gére degerlendi-
rilmesi uygundur. Inl >1.4 ise sonuclarin
referans degerlere gore ele alinmasi uygun
kabul edilir (9). Hem PON1 hem de HDL-K
icin Inl <0.6 olarak saptandi. Bu yukarida
belirtilen calismalardaki sonuglar ile aynidir.
Gerek PONI1 gerekse de HDL-K icin duisiik
degderler saptanmasi, Kisiler arasi farkin biiyiik
oldugunu ve bu nedenle referans degerler
yerine Kisinin 6nceki sonugclarina gére deger-
lendirmenin degisimlerdeki anlamhli@i sapta-
mada Kklinik olarak daha yararhh olacagini
gostermektedir.

Paraoksonaz ve Biyolojik Varyasyonu

Biyolojik varyasyon verilerinden elde edile-
bilecek bir diger sonu¢ da yontemin Kkalite
hedeflerinin veya standartlarin belirlenmesi-
dir (17). Test sonuclarinin dogrulugu hasta
tani, tedavi ve takibinde buyuk 6nem tasir.
Klinik karar asamasinda dogru sonuclarin hasta
yararina kullanilmasi yontemin analitik kali-
tesi ile de ilgilidir. Bu nedenle analitik Kalite
hedeflerinin belirlenmesi &zelikle yeni bir
yontemin laboratuvarlar tarafindan kullani-
ma konmasi sirasinda yol gdsterici olur. Son
yillarda kalite spesifikasyonlari-gereklilikleri-
olarak isimlendirilen kesinlikten sapma, dogru-
luktan sapma ve toplam kabul edilebilir hata,
PON1 ve HDL-K icin hesaplandi. HDL-K icin
saptadigimiz sonuclar Ricos ve ark. tarafin-
dan bildirilen degerler (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 Ol¢cumleri icin
Kalite gerekKililiklerini 1995 yilinda belirlemis
ve 2002 yilindaki giincellemesinde (Adult
Treatment Panel 11l —~ATPIII) bu degerleri aynen
kabul etmistir (18,19). NCEP tarafindan kabul
edilen ve tim standardize laboratuvarlar
tarafindan uyulmasi istenen Kkalite gerekli-
likleri I <% 4; B <%5 ve TEa <% 13’dir.
Laboratuvarimizda kullanilan yéntem HDL-K
icin kesinlikten sapma ve TEa icin belirle-
nen dereklilikleri karsilarken dogruluktan
sapma icin hedefi karsilamamaktadir. Ricos
ve ark tarafindan bildirilen degerler de ayni
ozellikleri tasimaktadir. Hedeflerin kondugu
1995 yilindan giniimiize dek 18 yil gecmis
olmasina ragdmen halen Kkullanilmakta olan
HDL-K yO6ntem ve Kitleri hentliz arzulanan
dogruluk kriterine ulasmis degildir.

Sonug olarak, PON1 diisuik birey-ici ve ytiksek
bireyler-aras1 varyasyona sahiptir. HDL-K'lin
ise her iki biyolojik varyasyon komponenti
de goreceli olarak daha dusuktiir ve bu
nedenle PON1’in yiliksek varyasyonunda
HDL-K'un Kkatkis1 azdir. Ancak her ki para-
metrenin de Inl degderleri diisiik oldugundan
sonuclarinin referans deger araligi yerine
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hastanin 6nceki sonuglarina gére degerlen-

dirilmesi daha uygundur.
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