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Glukoz Oksidaz Yontemine Lipeminin EtKisi

Effect of Lipemia on Glucose Oxidase Method
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OZET

Amag: Klinik biyokimya analiz sonuglarini etkileyen bir-
cok faktor tanimlanmistir. Lipemi de biyokimya sonuglari-
n1 etkileyen bu faktorler arasinda énemli bir yer tutmakta-
dir. Bu ¢aligmada, laboratuvarimizda kullandigimiz Simens
Advia sistemlerindeki glukoz 6lgiimlerinde eksojen lipit ila-
vesiyle bildirilen lipemi interferansini arastirmayi planladik.

Gereg ve Yontem: Calismamizda eksojen lipit ilavesi yeri-
ne, trigliserit (TG) diizeyi yiiksek hastalardan olusturdugu-
muz 5 farkli diizeydeki serum havuzunu kullandik ve fark-
11 glukoz konsantrasyonlari i¢in disardan glukoz ilave ettik.

Bulgular: Normal glukoz diizeylerindeki havuzlarimizin
referans yontem (hekzokinaz yontemi) ile karsilagtirildi-
ginda pozitif % degisim oranlar sirasiyla: 2,28; 2,08; 2,11;
2,10; 2,85 iken; glukoz ilavesiyle diizeyi 160 mg/dI’ye ge-
tirilen havuzlarda % degisim oranlari: 3,17; 2,97; 3,09;
3,09; 4,06 olarak bulundu.

Sonug: Calisma sonuglarimiz, lipemi interferansi ¢aligma-
larinda eksojen ve endojen TG kullaniminin farkli interfe-
rans oranlar1 bildirimine yol agabilecegi goriisiinii destek-
lemektedir.

Anahtar sézciikler: Glukoz oksidaz; lipemi; interferans.

SUMMARY

Objectives: Many factors have been defined that affect
clinical biochemistry results. Lipemia holds an important
place among these factors. In this study, we planned to in-
vestigate the reported lipemia interference by adding ex-
ogenous lipid during glucose measurements/analysis using
the Siemens Advia system.

Methods: We used 5 different levels of serum pools ob-
tained from patients with high triglyceride levels. Instead
of adding exogenous lipid, we added glucose to obtain dif-
ferent glucose concentrations.

Results: As compared with the reference method, the varia-
tion rates in pools with normal glucose concentration were:
2.28, 2.08, 2.11, 2.10, and 2.85, respectively. In pools with
160 mg/dl glucose concentration, the variation rates were:
3.17,2.97, 3.09, 3.09, and 4.06, respectively.

Conclusion: Our results support the idea that use of exog-
enous and endogenous triglycerides can produce different
interference rates in lipemia interference studies.

Key words: Glucose oxidase; lipemia; interference.

GIRIS

Biyokimya laboratuvarlarinda interferansa ne-
den olan bir¢ok hata kaynagi tanimlanmistir. Bu hata
kaynaklar1 pre-analitik (analiz 6ncesi), analitik (ana-
liz sirasinda) ve post-analitik (analiz sonrasi) olmak
tizere baslica li¢ ana grupta incelenmektedir."? Li-

pemi de pre-analitik etkenler arasinda degerlendiri-
len 6nemli bir interferans kaynagidir.®! Lipemi biyo-
kimyasal sonuglar iizerindeki etkisini 6lglim yoOnte-
mine gore bazi analitler i¢in 151k sag¢ilimini arttira-
rak, bazi analitler i¢in ise analitlerin polar (sulu) ve
nonpolar (lipit) fazlarda dagilimim degistirerek gos-
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terir.¥! Lipeminin 151k sagilimina neden olmasindaki
temel mekanizma silomikronlar ve very-low-density
lipoprotein’in (VLDL) serumda siit benzeri bir bu-
laniklik yapmasina baghidir. Ciinkii laboratuvarlarda
kullanilan 6l¢lim yontemlerinin ¢ogu belirli reaksi-
yon kosullarinda, 6lgiilen 6rnekten yansiyan, gegen
ya da absorbe edilen 151k enerjisinin dl¢iimiine da-
yanan fotometrik 6l¢iim yOntemleridir.!”! Literatiir-
de cesitli testlerde lipemi interferans: ve lipemik or-
neklerdeki interferansi gidermek i¢in yapilan ¢ok sa-
yidaki calisma bize lipeminin 6nemli bir interferans
kaynag1 oldugunu ve test sonuglarimi énemli 6lgiide
etkiledigini gostermektedir.[*-#)

Laboratuvarimizda kullandigimiz Siemens Ad-
via 2400 glukoz oksidaz kit prospektiisiinde (Sie-
mens Healthcare Diagnostics Inc.,USA) lipit ¢ozel-
tisi (triolein) ile yapilan lipemi interferansi ¢aligma-
lar1 Gist siur referansina yakin trigliserit (TG) diizey-
lerinde (156 mg/dl) normal glukoz diizeyleri (74 mg/
dl) i¢in %+18,0 interferans bildirilirken, 160 mg/dl
glukoz diizeyi i¢in anlamli bir interferans bildirilme-
mektedir (< %10).

Normal trigliserit ve glukoz diizeylerinde bildi-
rilen bu interferans orani ozellikle klinik karar dii-
zeylerinde hatalara yol acabilir. Bu amagcla bildirilen
diizeylerdeki lipit interferansini endojen TG ile aras-
tirmak ve referans yontem heksokinazin interferans
oranlari ile karsilastirmay planladik.

GEREC VE YONTEM

Caligmada 2010 yili Temmuz-Agustos aylar ara-
sinda laboratuvarimiza gelen, TG diizeyleri digin-
da tiim biyokimyasal parametreleri normal 100 has-
ta 6rnegi kullanildi. Bu 6rneklerden TG diizeyleri s1-
rastyla 148; 264; 358; 455; 565 mg/dl olan 5 ayr se-

istanbul Tip Derg

rum havuzu olusturuldu. Her serum havuzundan hek-
sokinaz ve glukoz oksidaz yontemleri ile ikiser defa
glukoz calisildi. Daha sonra disardan glukoz ilavesi
ile biitlin havuzlarin glukoz konsantrasyonu 160 mg/
dl’ye getirildi ve ayni1 6lgtimler tekrarlandi.

Glukoz oksidaz metodu, modifiye Keston meto-
duna dayanmaktadir.”! Glukozun glukoz oksidaz ile
enzimatik oksidasyonu ile olusan hidrojen perok-
sit peroksidaz aracilig1 ile fenol ve 4-aminofenazon-
la reaksiyona girerek kirmizi-mor renkli kinoneimin
olusturur. Olusan renk 505/694 nm’de spektrofoto-
metrik olarak Sl¢tliir.'"

Hezokinaz yontemi ise hekzokinaz ve glukoz
6-fosfat dehidrogenaz enzimlerinin kullanildig: Slei-
ne ait metoda dayanmaktadir.'"! Burada glukoz, hek-
zokinaz varliginda adenozin trifosfat (ATP) tara-
findan fosforillenir. Olusan glukoz 6-fosfat, glukoz
6-fosfat dehidrogenaz ile oksidize olurken nikotina-
mid adenin diniikleotid (NAD"), NADH’ye rediik-
lenir. Olusan NADH absorbansi 340/410 nm’de bir
endpoint reaksiyonu olarak olgtiliir.!'

BULGULAR

Normal glukoz diizeylerindeki havuzlarimizin re-
ferans yontem (hekzokinaz yontemi) ile karsilasti-
rildiginda pozitif % degisim oranlar sirasiyla: 2,28;
2,08; 2,11; 2,10; 2,85 iken; glukoz ilavesiyle diizeyi
160 mg/dI’ye getirilen havuzlarda % degisim oranlari:
3,17; 2,97; 3,09; 3,09; 4,06 olarak bulundu. Bulunan
glukoz degerleri Tablo 1’de gdsterilmistir. Degerlen-
dirmede Westgard’in glukoz i¢in bildirdigi kabul edi-
lebilir total hata yiizdesi (%6,9) kullanildi. Buna gore
gruplar arasinda yiizde degisimin istatistiksel olarak
anlamlilig1 ki- kare yontemine gore degerlendirildi ve
anlamli bulunmadi (p=0,693) (Sekil 1, Sekil 2).

Tablo 1. Farkh trigliserit degerlerine gore gruplara ayrilmis serum havuzlarinin glukoz eklenmeden 6nceki

ve sonraki glukoz degerleri

Trigliserid 1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup 5. Grup
(148 mg/dL) (264 mg/dL) (358 mg/dL) (455 mg/dL) (565 mg/dL)
Glukoz oksidaz (1) 98 104 100 100 103
Hekzokinaz (1) 95 101 97 97 929
Glukoz oksidaz (2) 180 172 170 170 163
Hekzokinaz (2) 176 169 166 167 158

Glukoz eklemeden 6nce (1), glukoz ekledikten sonra (2) (glukoz degerleri mg/dL olarak verilmistir.)
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Klinik laboratuvarlarda lipemi interferansi sik kar-
silasilan bir sorundur. Tokluk disinda diabetes melli-
tus, kronik bobrek yetmezligi, alkol kullanimi, pank-
reatit, primer biliyer siroz, sistemik lupus eritemato-
sus, total parenteral nutrisyon ve ila¢ kullanim1 (ste-
roidler, dstrojen vb.) gibi birgok nedenin lipemiye yol
actig1 bildirilmektedir.l'?! Bazi lipemik serumlarda li-

peminin degeri yiiksek olmamasina ragmen interfe-
ransin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bilindigi
iizere lipeminin kaynagi silomikronlar ve VLDL dir.
VLDL kiigiik (27-35 nm) orta (35-60 nm) ve biiyiik
(60-200 nm) olmak iizere 3 ayn fraksiyona ayrilir.
Orta ve biiyiik boyutlu VLDL partiikiillerinin 151k sa-
¢ilimi yaparak interferansa neden oldugu bilinmekte-
dir. Bu nedenle lipemi diizeyi az olsa bile VLDL par-

106
105

104

103
102

2\
7\

P

101

7 T
7 K
99 \ \

Z
v

98

—_a

-‘- Gluo

97

e

Glukoz degerleri (mg/dl)

96

./'

-l Hekzokinaz

/// N
J,
7/
ol

95

94

93

92 T T T
3

Trigliserit gruplari

Sekil 1. Trigliserit degerlerine gore ayrilmis gruplarin

glukoz oksidaz (GLUO) ve hekzokinaz yontem-

lerine gore cahisilmis glukoz degerleri (Glukoz eklenmeden 6nce).
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Sekil 2. Trigliserit degerlerine gore ayrilmis gruplarin

glukoz oksidaz (GLUO) ve hekzokinaz yontem-

lerine gore calisiimis glukoz degerleri (Glukoz eklendikten sonra).
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Sekil 3. Saibaba ve ark!nin klinik kimyada yaptiklar inter-
ferans calismasi.

tikiilleri bitylikse interferans goriilebilir. Silomikron-
larin biiyiikliikleri de kigiler arasinda farklilik gdster-
mek tizere 70-1000 nm arasindadir.!'>13

Yaymlanmis bir¢ok lipemi interferansi ¢aligmasin-
da oldugu gibi bircok kit prospektiisiinde de lipemi in-
terferansi lipit sollisyonlari ilavesiyle elde edilen TG
konsantrasyonlarina gore degerlendirilmektedir. Yine
yapilan bazi ¢aligmalarda sentetik lipit eklenerek ya-
pilan in vitro lipemi interferansmin lipit fraksiyonu
farkliliklar1 nedeniyle in vivo lipemi interferansini tam
olarak yansitmayacagi one siiriilmektedir. Sentetik li-
pemide goriiliip, endojen lipemide goriilmeyen ya da
tam tersi endojen lipemide goriiliip sentetik lipemide
goriilmeyen lipemi interferanslar gesitli ¢aligmalar-
da bildirilmektedir.'***! Bizim sonucumuz da sente-
tik lipemi interferansinin, endojen lipemi interferansi-
n1 yansitmayacagi goriisiinii desteklemektedir. Bu ne-
denle bu tiir caligmalarin dogal lipemik 6rneklerle ya-
pilmasimin klinik laboratuvarlar i¢in daha degerli ola-
cagin diisinmekteyiz. Saibaba ve ark.’nin yaptigi ca-
lismada lipit konsantrasyonu arttik¢a elde edilmesi
gereken sonuctan yiizde olarak ne kadar uzaklasildi-
g1 gosteren diyagram Sekil 3’te gosterilmisgtir.!'%!

Sonug olarak, heksokinaz yontemi referans alin-
diginda kullanilan Siemens Advia 2400 sistemi i¢in
glukoz oksidaz kit prospektiisiinde normal glukoz ve
trigliserit diizeyleri icin verilen yiiksek interferans
oramni destekleyen bir veriye ulasamadik. Uretici
firma tarafindan intralipid soliisyonlari ile bildirilen
lipemi interferansi sonuglar1 degerlendirilirken endo-
jen lipemi interferansini yansitmayabilecegi dikkate
alinmalidir.
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