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OZGUN ARASTIRMA / ORIGINAL ARTICLE

Paraoksonaz enzim aktivitesi ol¢iimiinde manuel yontemin standardizasyonu ve
performans degerlendirmesi

Standardization and performance evaluation of manual measurement method for
paraoxonase activity

Gokhan Cakirca', Osman Evliyaoglu?, Cemal Polat’, Fatma Birgiil Isik?, Nuriye Mete?

OzZET

Amag: Geleneksel laboratuvar yontemleriyle hazirlanan
paraoksonaz (PON1) kitinin maliyet acisindan ¢ok daha
ucuz ve reaktiflerin taze hazirlanmis olmasi itibariyle de
iyi analiz performansi gdsterecegini varsayarak otoana-
lizérde PON1’in standardizasyonu ve performansinin de-
gerlendiriimesini amacladik.

Yontemler: Calismaya alinan 35 saglikh bireyden ali-
nan vendz kanlardan santriflj sonrasi toplam 100 mL
serum havuzu olusturuldu. Serum havuzundan gun igi
degisimleri degerlendirmek i¢in 20 numune, glnler arasi
degisimleri degerlendirmek igin 30 numune hazirlanarak
PON1 enzim aktiviteleri ¢alisildi. Hazirlanan 30 6rnegin
PON1enzim aktiviteleri hem manuel olarak hazirlanan kit
hem de ticari kit ile otoanalizérde galisilarak yontem uy-
gunlugu degerlendirildi.

Bulgular: Calismamizda paraoksonaz (PON1) enzim
aktivitesi icin: Ortalama, standart deviasyon (SD), ylzde
varyasyon katsayisi (% CV) degerleri; guin ici (72,70 U/L,
0,43, 0,59) ve gunler arasi (74,24 U/L, 3,00, 4,04) olarak
tespit edildi. PON1 enzim aktivite degerlerinin, manuel
yontem ve ticari kit arasindaki korelasyon katsayilari r=
0,92 ve r2= 0,84 bulundu.

Sonug: Manuel hazirlanan reaktiflerle elde edilen so-
nuglarin yeterli analitik performans gosterdikleri goruldi.
Ayrica hazirlamis oldugumuz serum havuzu porsiyonize
edildi ve gelecek galismalar i¢in laboratuvarimizda inter-
nal kalite kontrolu yapmak icin kismen standardizasyon
gercgeklestiriimis oldu ve rastgele hasta girislerinde kont-
rol serumu olarak okutulmaya baglandi. Buna ragmen,
standardize kontrol serumlarinin kullaniimasinin, rutin
laboratuvarlarda daha guvenilir oldugu dusunulmektedir.

Anahtar kelimeler: Paraoksonaz, standardizasyon, in-
ternal kalite kontrol

ABSTRACT

Objectives: We hypothesised that using the traditional
laboratory methods for preparing the kit with chemicals
may represent sufficient analytic performance with com-
mercial kits, because of the fresh reagents and cost effec-
tive. We aimed to apply the paraoxonase (PON1) study
procedure to the autoanalyser and evaluate the analytic
performance of the study.

Methods: Thirty five healthy individuals were included
in the study. A total of 100 mL serum pool was created
after centrifugation of venous blood samples. To assess
the intra-assay variations of PON1 enzyme activities 20
samples and for inter-assay variations 30 samples were
prepared from the serum pool and PON1 enzyme activi-
ties were studied. As well as, 30 samples were studied to
evaluate the correlation between the commercial kit and
the manual prepared kit from chemicals.

Results: In this study, the mean, standard deviation (SD),
percent coefficient of variation (% CV) values of PON1
enzyme activities for intra-assay (72.70 U / L, 0.43, 0.59)
and inter-assay (74.24 U /L, 3.00, 4.04) were determined.
The correlation coefficient between the manual method
and the commercial kit were r = 0.92 and r2 = 0.84.

Conclusion: The results of manual kit were showed good
analytical performance with commercial kit. Therefore,
the serum pool which was partially standardized in this
study was portionized for using as an internal quality con-
trol serum for future studies in our laboratory. However,
the use of standardized control sera, is considered to be
more reliable in routine laboratories.

Key words: Paraoxonase, standardization, internal qual-
ity control
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GIRIS

Paraoksonaz (PON1) glikoprotein yapida, 43-45
kDa agirliginda ve baslica karaciger tarafindan
sentezlenen bir enzimdir [1]. PONI1 enzimi yiik-
sek yogunluklu lipoproteinlerde (HDL) bulunan,
kalsiyuma bagimli bir ester hidrolazdir [2]. PON1
enziminin, organofosfat bilesiklerin detoksifikasyo-
nuna katilma ve lipit peroksitlerini hidrolize ederek
diisiik yogunluklu lipoproteini (LDL)’i oksidasyon-
dan koruma fonksiyonu vardir [3]. Oksidadif stres;
oksidan/antioksidan dengesindeki bozulmanin ok-
sidan lehine kaymasi sonucunda, makromolekiiler
(proteinler, lipitler, karbohidratlar ve DNA gibi) ya-
pilar iizerinde meydana gelen hasardir [4,5]. PON1
enziminin; ateroskleroz, diabetes mellitus, romatoid
artrit, koroner arter hastaliklarinin etyopatolojisinde
rol oynadig1 bilinmektedir [6,7,8,9].

Calismamizda, geleneksel laboratuvar yontem-
leriyle hazirlanan PON1 kitinin, maliyet agisindan
¢ok daha ucuz ve reaktiflerin taze hazirlanmis ol-
mast itibariyle iyi analiz performansi gdsterecegi
varsayilarak, manuel hazirlanan PON1 kitinin oto-
analizorde standardizasyonu ve performansinin de-
gerlendirilmesi amaglandi.

YONTEMLER

Calismaya alinan 35 saglikli bireyden, sar1 kapakli
(BD Vacutainer® SST™II Advance) tiiplere 5.0 mL
vendz kan alindi. Kanlar, 4000 rpm’ de 10 dakika
santrifiij (NF 800 R, Niive, Ankara, Tiirkiye) edil-
di. Santrifiij sonrasi elde edilen serumlardan toplam
100 mL serum havuzu olusturuldu. Serum havuzun-
dan 6rnek tiiplere 1 mL aktarilarak giin i¢i degisim-
leri degerlendirmek i¢in 20 numune, giinler arasi
degisimi degerlendirmek i¢in 30 numune hazirlana-
rak PON1 enzim aktiviteleri ¢alisildi. Giinler arasi
calisma i¢in ornekler ImL’lik ependorf tliplerine
aktarildi ve calisma giinline kadar -40°C’ de sak-
land1 Caligsma giiniinde dondurulmus serumlar oda
sartlarinda ¢ozdiiriilerek ¢alisildi. Hazirlanan 30 6r-
negin PON1 enzim aktiviteleri hem manuel olarak
hazirlanan kitle hem de ticari kitle (Relassay, Ga-
ziantep, Tiirkiye) Architect® c16000 (Abbott Park,
Illinois, USA) otoanalizoriinde calisilarak yontem
uygunlugu degerlendirildi.

Paraoksonaz olciimii

Serum PONI enzim aktiviteleri, spektrofotometrik
olarak modifiye Eckerson [10] yontemi ile ol¢tildii.
PONI1 enzim aktivitesi dl¢iimiinde substrat olarak
paraokson  (0.0-diethyl-0-p-nitrophenylphospha-
te (Sigma Chemical Co. London, UK) kullanild:.
Paraoksonaz Ol¢limii, substrat olarak kullanilan
paraoksonun 37°C’ de 412 nm dalga boyunda en-
zimatik hidrolizi sonucu olusan serbest p-nitrofeno-
lun spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesi esasina da-
yanmaktadir [10,11]. Reaktif 1: 0,157g TRIZMA®
Hydrochloride (tris[hydroxmethyl]aminomethane
hydrochloride) alinip biraz distile suda ¢oziildiikten
sonra tizerine 60 mikron dietil-4-nitro-fenil fosfat
eklenip distile su ile 10 mL’ye tamamland1 ve pH:
7,4 e ayarland1. Reaktif 2: 0.0825g CaCl2, son hac-
mi distile su ile 250 mL’ye tamamlandi. PONT1 en-
zim aktivite testi i¢in reaktifler, laboratuvarimizdaki
kimyasallarla hazirlandi ve 4-8°C’ de saklandi.

Manuel PONI1 kitinin otoanalizére (Architect®
¢16000) aplikasyon degerleri Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Architect® c¢16000 otoanalizoriinde; manuel
PON1 kiti ve Relassay PON1 kiti aplikasyon degerleri.

PON1 (U/L)  PON1 (U/L)
(Manuel) (Relassay)
Olciim tipi Fotometrik Fotometrik
Reaksiyon modu Rate up Rate up
Dalga boyu 412 nm 412 nm
Reaktif-1 miktari (uL) 250 500
Reaktif-2 miktari (uL) 20 25
Ornek miktari (uL) 20 25
Kalibrasyon yontemi Lineer Lineer

PON1: Paraoksonaz

Istatistiki degerlendirmeler SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) 15.0 istatistik
programi kullanilarak yapildi. Manuel hazirlanan
kit ile ticari kit arasindaki iligki i¢in Pearson kore-
lasyon analizi kullanildi.
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BULGULAR

Yaptigimiz ¢alismada giin i¢i ve giinler arasi perfor-
mans verileri Tablo 2 ve Tablo 3’ te gosterilmistir.
Manuel kit ile ticari kit arasinda korelasyon katsayi-
lar1 r= 0,92 ve 1>= 0,84 bulundu (p<0,001) (Sekil 1).

Tablo 2. Manuel PON1 kiti ve Relassay PON1 kiti testle-
rinin gun igi performans degerleri.

n Ortalama SD' Min-Maks CV(%)?

PONT(UIL) 5y 7070 043 71.61-73.38 0.59
(Manuel)
PONT(UIL) oy 7324 097 70.44-76.41 12
(Relassay)

'. SD: Standart sapma 2. CV(%): Yizde varyasyon katsa-
yisi PON1: Paraoksonaz

Tablo 3. Manuel PON1 kiti ve Relassay PON1 kiti testle-
rinin guinler arasi performans degerleri.

n Ortalama SD' Min-Maks  CV(%)?
PON1 (U/L) 30 74.24 3.00 68.49-79.51 4.04
(Manuel)
PONT(UL) 35 g355 4.9 7275.88.44 8.7
(Relassay)

'. SD: Standart sapma 2. CV(%): Ylzde varyasyon katsa-
yisi, PON1: Paraoksonaz

200.00 =

PON1 Manuel

150.00 =

r=0.92, p<0.001

100.00 =

50.00 =
1 I 1 1 1

80.00 120.00 160.00 200.00 240.00

PON1 Relassay

Sekil 1. Manuel PON1 kiti ve Relassay PON1 kiti ile elde
edilen PON1 enzim aktivite sonuglarinin korelasyon gra-
figi.

TARTISMA

Son yillarda oksidadif stres testleri siklikla calisil-
maktadir ve standardizasyona gereksinimi vardir.
Bu testler genellikle manuel yontemler ile ¢alisildi-
g1 i¢in kisiye bagimlidirlar ve pipetleme kusurundan
kaynaklanan hatalar test sonucunu kotii etkilemek-
tedir. Ayrica manuel yontem fazla hacimlerle cali-
silmakta ve kit sarfiyatin1 arttirmaktadir. Otoanali-
zorlerle yapilan caligmalarda kisiye bagimlilik ve
pipetleme kusuru minimalize edilmistir. Bu nedenle
hatalar1 azaltmak ve etkin yaklasim i¢in otoanali-
zorlerle ¢alisma yapilmasinin daha tutarli olacagini
distiniilmektedir.

PONI1 enzim aktivite tayini, kimyasallar ile
manuel hazirlanan kitlerle daha etkin olacaktir.
Ciinki ticari kitler, hem daha pahalidirlar, hem de
siirli raf Omriine sahiptirler. Kimyasallarm kisa
miad sorunu olmadigi i¢in raf dmrii takibi s6z ko-
nusu degildir. Caligmalar i¢in istenilen miktarda
taze olarak hazirlanabilir. Caligmamizda PONI1
enzim aktivite 6lglimiiniin performansi: Ortalama,
standart deviasyon (SD), yilizde varyasyon katsayisi
(%CV) degerleri; giin i¢i (72,70 U/L, 0,43, 0,59) ve
giinler aras1 (74,24 U/L, 3,00, 4,04) degerleri tespit
edildi. Bu veriler manuel PON1 enzim aktivitesi 61-
¢lim yonteminin rutin laboratuvarlarda, standardize
kontrollerin olusturulmasi halinde giivenle kullani-
labilecegini gdstermektedir.

Calismamizda hazirlanmig olan serum havuzu
porsiyonize edilerek, gelecek calismalar i¢in, inter-
nal kalite kontroliinde kullanilmak iizere standardi-
zasyonu kismen gerceklestirilmis oldu ve rastgele
hasta girislerinde kontrol serumu olarak okutulma-
ya baslandi. Buna ragmen, standardize kontrol se-
rumlarmin kullanilmasimin, rutin laboratuvarlarda
daha giivenilir oldugu diisiiniilmektedir.
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