DIREKT LDL KOLESTEROL

LDL konsantrasyonunun tayini igin diagnostik reaktif.

Validity

Sivi. Cift reaktif. +2/+8°C’de saklayiniz. |In vitro diagnostik kullanim i¢indir. Dondurmayiniz.

MH-102 80 mL

Kullanma talimati icerisinde yapilan degisiklikler gri ile isaretlenmistir.

KULLANIM AMACI

Test, insan serum ve plazmasindaki disuk yogdunlukiu
lipoprotein (LDL)'nin kantitatif tayini icin uygulanir.

GENEL BILGI

Lipoproteinler, apolipoproteinler olarak adlandirilan
spesifik taslyict proteinler ile cgesitli fosfolipit (FL),
kolesterol, kolesterol esteri ve triasilgliserol (TG)lerin
kombinasyonlari sonucunda meydana gelen
makromolekiler komplekslerden olusur.1 Lipoproteinler,
TG ve kolesterol esteri iceren hidrofobik bir ¢ekirdege ve
FL ile serbest kolesterolden olusan hidrofilik bir ylzeye
sahip olan misel benzeri kiresel parcaciklardir. Bu
parcaciklarin boyutu ve yogdunlugu ters orantilidir,
bdylece daha blyuk pargaciklar yagdan daha yogun iken,
daha disuk protein ylzdesine sahiptir.2

Kolesterol ve kolesterol esterleri tipki TG ve FL
molekilleri gibi su igcinde ¢6zinmedikleri icin sentez
edildikleri  dokulardan, depo edilecekleri ya da
kullanilacaklari dokulara kanda lipoprotein pargaciklari ile
tasinirlar.  Farkh lipit ve protein kombinasyonlari
silomikron (SM)’lardan, yuksek yogdunlukliu lipoprotein
(HDL)Ye kadar farkli yogdunluklarda 4 temel lipoprotein
parcacidl olusturur. Bu pargaciklar ultrasantrifijleme ile
ayrilabilir ve elektron mikroskobu ile gc")rsellestirilebilir.1
DisUk yogdunluklu lipoprotein (LDL), 4 temel lipoprotein
parcacigindan biridir.2  1006-1063 (9/ml) arasi bir
yogunluga sahiptir ve yapisinda kolesterol esterleri
(%37), protein (%23), FL(%20), TG (%10) ve serbest
kolesterol (%8) bulunur. Her bir lipoprotein sinifi, sentez
yeri, lipit bilesimi ve apolipoprotein igerigi tarafindan
belirlenen belitli bir isleve sahiptir.2

Cok dustk yogdunluklu lipoprotein (VLDL) yapisindaki
TGyi kaybederek, VLDL Kkalintilarini olusturur (orta
yogunluklu lipoprotein, IDL olarak da adlandirilir); TG'nin
VLDL'den daha fazla miktarda uzaklastiriimasi
sonucunda ise, LDL pargaciklarl meydana gelir.1

Rev: V1.0 Tarih: 12.2023

ilave olarak LDL parcaciklari olusurken apoC ve apoE
molekdilleri de pargacik yapisindan kaybedilir ve LDL’nin
yapisinda esas olarak apoB-100 bulunur.? Kolesterol ve
kolesteril esterleri agisindan ¢ok zengin olan ve temel
apolipoprotein  olarak  apoB-100 igceren  LDL'ler,
kolesteroll apoB-100'U taniyan spesifik plazma membran
reseptérierine sahip ekstrahepatik dokulara ta§|r.1

LDL yuksekligi, aterosklerotik kardiyovaskiler hastaligin
(ASCVD) gelisiminde 6nemli bir nedensel faktsrdur.>*
Bundan dolayl LDL analizi 6zellikle dislipidemi nedeniyle
ASCVD riski tasiyan hastalarin taranmasi, teshisi ve
yonetimi igin baslica lipit analiz yéntemi olarak
énerilmektedir.’ Ayrica yapilan calismalar statin
tedavisinin, kandaki LDL konsantrasyonunu dusirerek
ASCVD riskini azalttigini isaret etmektedir.>”’ Avrupa
Kardiyoloji ve Avrupa Ateroskleroz Derneklerinin
dislipideminin  yénetimi ile ilgili 2019 yilina ait
rehberlerinde, Sistematik Koroner Risk Degerlendirmesi
(SCORE)'ne goére hastalarin 10 yilik élumcidl ASCVD
riski siniflandiriimis  ve risk katmanli hedef LDL
konsantrasyonlarina dayali tedavi Onerisinde
bulunulmustur.8 Benzer sekilde Amerikan Kalp Dernedi
(AHA) ve Amerikan Kardiyoloji Enstitistd (ACC), 2018
yilindaki kolesterol yonetimi ile ilgili rehberlerinde ASCVD
riski, hasta yasl, diyabet mevcudiyeti gibi bazi faktérlere
bagl olarak belirledikleri hedef LDL degerleri Uzerinden,
lipit dasdrlclh tedavi Onerilerinde bulunmuslardlr.g‘10
Yiksek LDL dizeyleri sonucunda arkus kornea ile asil
tendonunda, el bilegi, dirsek tendonlarinda ve
metakarpofalangeal eklemlerde ksantomlar olusabilir.
Homozigot familyal hiperkolesterolemilerde ayrica planar
veya tuberéz ksantomlar gc")rl'JIebiIir.11 Genel olarak LDL
duzeyi olcumlerinde, lipit dizeylerinin yasa ve cinsiyete
badimhi olarak dediskenlik g&sterebilecegdi, fizyolojik
olarak gebelikte ve postprandiyal dénemlerde LDL
konsantrasyonlarinin kanda yUkselebilecedi
unutulmamalidir.

Ayrica kan LDL ddzeyleri, enfeksiyon, cerrahi girigim,
myokard infarktisl gibi akut stres durumlarinda ve ilag
kullanimlarinda degiskenlik gc")sterebilir.11
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TEST PRENSIBI
Homojen enzimatik kolorometrik test

Test iki reaktif iceren iki ana asamall direkt 6lgim
yOntemine sahiptir:

1. Asama: Reaktif 1'de yer alan polianyon deterjan 1,
LDL haricindeki tum LDL olmayan lipoprotein
parcaciklarini  ¢ézindurir ve serbest kalan
kolesterol esterazlar reaktif 1'de bulunan kolesterol
esteraz ve kolesterol oksidaz katalizérligundeki
tepkimeler ile renksiz tGrine déndstirilerek tuketilir.

Kolesterol esteraz o
Kolesterol ester ———— Kolesterol + Yag

asidi

Kolesterol oksidaz
Kolesterol + O, ————— Koleston +H;0>

2. Asama: Reaktif 2'de bulunan bir diger deterjan ise
LDLlya 6zgundir ve LDLy1 ¢bézundurerek LDL'ye
badli kolesterol esterleri serbestlestirir.  Ayni
zamanda reaksiyon sonucunda olugsan H202'nin
peroksidaz enzimi ile suya indirgenmesine ve
ortamdaki renksiz kromojen madde olan 4-
aminoantipirin’in oksitlenerek renkli bir bilesik olan
kuinoneimine’e dénismesine olanak sadlar. Olusan
rengin siddeti fotometrik olarak 572 nm dalga boyu
(bikromatik okumalarda 600 nm ikinci dalga boyu
olarak secilir)’nda él¢ulur ve elde edilen absorbans,
LDLye ait kolesterol konsantrasyonu ile dogru
orantilidir.

Kolesterol esteraz o
Kolesterol ester ———— Kolesterol + Yag

asidi

Kolesterol oksidaz
Kolesterol + O, ————— Koleston +H;0>

P ksid
H.O, + 4-Aminoantiprin + TOOS® ——%

Kuinoeimin + 4H,0O a TOOS = N-etil-(2-hidroksi-3-
sUlfopropil)-3-metilanilin

Not 1: Rutin incelemelerde LDL dizeyleri Friedawald
formdld  kullanilarak  hesaplanir.  Formil asagida
gOsterildigi gibidir:

LDL= TK- [HDL-K + TG/5]

Ancak bu formil, kanda SM varliginda, TG = 400 mg/dL
iken ve disbetalipoproteinemi durumlarinda
kullanilmamalidir.  Ayrica yiksek riskli  bireylerde

hesaplama yerine direkt élgim yéntemi daha guvenilirdir.
Direkt 6lguim tercih edilmelidir.
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Validity
Not 2: LDL 6lgiminde su an igin kullanilan referans
yéntem “Beta Quantification” yéntemi olarak adlandirilan
ultrasantrifdj ile polianyon presipitasyonunun birlikte
kullanildigi bir yéntemdir. Ancak bu yéntem zaman alici,

pahall ve ekipman gerektirdiginden rutinde
kullanilmamaktadir."!

Not 3: YlUksek TG degeri ile birlikte dustk LDL duzeyleri
olan hastalarda, Friedewald denkleminin VLDL degerini
fazla, LDL degerini ise dustk olarak hesapladidi
biIdiriImistir.n'14 Son dénemde yapilan bir calismada
dustk LDL dizeyine (<100 mg/dL) sahip bireylerde TG
dizeyi 200-400 mg/dL ise hatta dusik LDL duzeylerine
sahip bireylerde, TG dizeyi 200 mg/dL’nin altinda olsa
bile denklemin hatali distuk LDL deg@erleri hesapladigi
iddia edilmektedir."®"® Bu gibi durumlarda direkt LDL (d-
LDL) élgimu haricinde diger bir alternatif yontem “Martin
denklemi”nin kullaniimasidir. Bu denklemde VLDL
hesaplanmasi icin Friedewald denklemindeki sabit TG/5
oranl yerine tabakall spesifik medyan VLDL-C/TG
oraninin  kullanildi§i  ayarlanabilir ~ faktér  degeri
kullanilmaktadir.'”” Bununla birlikte Martin denkleminin
Ozellikle yuksek TG duzeylerinde istenilen dogrulukta LDL
hesaplamas! yapamadigi biIdiriImistir.12 Son dénemde
gelistirilen  ve  6zellikle dusik LDL velveya
hipertrigliseridemisi olan hastalarda denklem (zerinden
en dogdru LDL sonucu Urettigi séylenilen bir diger denklem
ise “Sampson denklemi”dir.'® Sonug olarak; referans
yontemler ile karsilastiriidiginda denklemlere dayali olan
LDL hesaplamalarinda dogruluk orani bazi kosullara
bagl olarak degiskenlik géstermektedir.

REAKTIF BILESENLERI

Reaktif 1:

Polianyon deterjan 1
Kolesterol esteraz
Kolesterol oksidaz
Peroksidaz
4-aminoantipirin
TOOS

: <200.000 U/L
: <200.000 U/L
: <200.000 U/L

Reaktif 2:
Deterjan 2
TOOS

Tris Buffer

REAKTIF HAZIRLAMA

Reaktifler kullanim igin hazirdir.

REAKTIF STABILITESI VE SAKLAMA SARTLARI

Reaktifler +2/+8°C'de kapall tutuldugu slrece etikette
belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir.
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Acllan siseler 30 gin +2/+8°C’de optimum sartlarda
stabildir. Cihaz Usti stabilite otoanalizér sogutma
spesifikasyonlari ve carry-over degerleri ile guclu bir
sekilde iligkilidir.

Reaktif stabilitesi ve saklama sartlari verileri, Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) EP25-A protokollu
kullanilarak dog”;rulanmlgtlr.19

NUMUNE GEREKLILIKLERI

Serum ve plazma standart prosedurle toplanir. Plazma
icin Li-heparin, K2-EDTA ve K3-EDTA'll numune toplama
tapleri tercih edilmelidir.

Serum ve plazmadaki LDL stabilitesi 31,32,

7 gun +2/+8°C
3ay -20°C
8 ay -80°C

Birim Déniigiim:
mmol/L x 38.61 = mg/dL

Not: Lipit 6lcimleri hasta en az 10-12 saat a¢ iken ve
metabolik olarak stabil iken yapiimalidir. Numune
alinmasl esnasinda venéz stazdan kaciniimalidir. "

KALIBRASYON VE KALITE KONTROL

Kalibrasyon: Bu test i¢cin Archem HDL-LDL Kalibratér
(Arcal Lipid) kullanimi gerekmektedir.

HDL-LDL Kalibratér (Arcal Lipid)-Liyofilize
Ref.No: VT-004

Kalibrasyon stabilitesi 30 gunddr. Reaktif lot
numarasindaki degisiklikler kalibrasyon gerektirir. Eger
kalite kontrol sonuclari kabul edilebilir limit araliklarinda
degilse kalibrasyon yapmak gerekir.

Kontrol: Degerleri bu yéntemle belirlenmis ticari olarak
ulasilabilen kontrol malzemesi kullanilabilir.

Arcon N Seviye 1 Kontrol- Liyofilize
Ref.No: VT-001

Arcon P Seviye 2 Kontrol- Liyofilize
Ref.No: VT-002

En az iki seviye kontrol ile her 24 saatte bir ¢alistiriimalidir.
Her laboratuvarin kendi kalite kontrol prosedurlerini
belirlemesi gerekmektedir. Daha siki  kontrol takibi
gerekiyorsa, laboratuvariniz icin gelistiriimis kalite kontrol
prosedurlerine bakiniz.
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REFERANS ARALIKLARI / MEDIKAL KARAR
DUZEYLERI

Bazi analitler igin referans aralik yerine tibbi karar
duzeylerinin kullaniimasi tercih edilmektedir. Dislipidemi
tanisi igin standart olarak élcimua &nerilen doért temel
parametre TK, TG, ve HDL-K yani sira LDL'dir.

ATP Il siniflamasina goére LDL igin belirlenen ideal,
normal, sinirda ylUksek ve yiksek degerler asagdidaki
gibidir;?°

ideal : <100 mg/dL
Normal - 100 - 129 mg/dL
Sinirda yiksek - 130 - 159 mg/dL
Yiksek - >160 mg/dL

AHA ve ACC, 2018 yilindaki kolesterol ydnetimi ile ilgili
rehberlerinde ASCVD riski, yas, diyabet mevcudiyeti gibi
faktorleri dikkate alarak  lipit  dusdricha  tedavi
uygulamalarinda ézellikle asadidaki tibbi karar dlzeylerine
dikkat cekmiglerdir:

LDL <70 mg/dL: ASCVD riski ¢ok ylksek hastalarda
kombine lipit disdricu ilag tedavisi ile hedeflenen degerdir.

LDL 2160 mg/dL. Direncgli LDL kan dlzeyleri, diyabeti
olmayan ve 10 yilik ASCVD gelisme riski %5-19,9 olan
kisilerde ASCVD icin risk arttirici ve statin tedavisinin
baslaniimasini gerektiren risk faktérlerinden biri olarak
degerlendiriimektedir.

LDL >190 mg/dL: Primer ciddi hiperkolesterolemi olarak
tanimlanmakta ve 10 yillik ASCVD riski hesaba katilmadan
yogdun statin tedavisi gerektirdigi ve eder hedef deder olarak
LDL =100 mg/dL’ye duslrilemezse kombine tedaviye
baslaniimasi énerilmektedir.'%?!

AHA ve ACC kuruluslari ayrica 2018 rehberlerinde gocukluk
¢agi icin belirlenmis normal ve anormal LDL degerlerini de
asagidaki gibi beIirIemisIerdir:21

Kabul edilebilir - <110 mg/dL
Sinirda ©110-129 mg/dL
Anormal - 2130 mg/dL

Her laboratuvar kendi hasta popullasyonu igin beklenen
degerlerin transfer edilebilirligini arastirmali ve eger
gerekli ise kendi referans araligini belirlemelidir.

Referans araligi, CLSI EP28-A3c protokolu kullanilarak
dogrulanmlstlr.22

PERFORMANS OZELLIKLERI
Olgiim Arahigi (Measuring Interval)

CLSI EP34-ED1:2018’e gére “Olgim Araligr” ilgili analitin
alt miktar tayini siniri (lower limit of quantitation; LLoQ) ile
Ust miktar tayini siniri (upper limit of quantitation; ULoQ)
arasinda yer alan, seyreltme, konsantre etme veya
herhangi bir 6n islem olmaksizin tibbi olarak ve
laboratuvar gereksinimi bakimindan istenilen dogrulukta
analit konsantrasyonunun élclldigu araligi ifade eder.?

Direkt LDL Kolesterol Sayfa3 /7



LDL igin tespit edilen analitik élgim arahd 5-600
mg/dL’dir.
Tayin Limitleri (Detection Capability)

Saptama siniri (Limit of Detection: LoD): 4.5 mg/dL

Miktar tayini sinin (Limit of Quantitation; LoQ): 5
mg/dL

Not: Bu deger belirlenirken ylzde degisim katsayisi
(%CV) degerinden < %20 degeri temel alinir.

LoD ve LoQ degerleri, CLSI EP17-A2:2012 protokolu
kullanilarak dogrulanmlstlr.24

Dogrusallik (Linearity)

Bu metot 600 mg/dL’ye kadar olan aktivitelerde 6&l¢gim
dogrusalligi gosterir. Bu degerin Uzerindeki
konsantrasyonlar igin otoanalizériin otomatik dilusyon
Ozelligini kullanabilirsiniz. Ek bilgi icin lutfen cihazin
kullanim kilavuzuna bakin.

Manuel dilisyon prosediri icin, numuneyi 1.5 oraninda
%0.90’lik isotonik kullanarak seyreltiniz. Bu islemden
sonra tekrar ¢alisilan numune sonucunu dilisyon faktéru
ile carpiniz. Dilisyon sonrasi humune sonucu lineer alt
sinirdan dusuk oldugunu gOsterecek sekilde
isaretlenmigse sonucu rapor etmeyiniz. Uygun bir
dilisyon kullanarak tekrar c¢alistiriniz.

Dogrusallik calismalart CLSI EP06-A:2003 rehberi
kullanilarak dogrulanmlstlr.25

Kesinlik (Precision)

Calisma dizeni 20x2x2 “The Single Site” protokollne
gbre olusturulmustur. Calisma sonucunda
Tekrarlanabilirlik  (Repeatibility) ve Laboratuvar ici
Kesinlik  (Within-Laboratory precision/Within-Device
Precision) degerleri elde edilmistir.

Kullanilan protokole gére 20 gin boyunca (ardisik gln
olma zorunlulugu yoktur) ginde 2 ayri calisma (run)
yapilmistir. Bu protokol dusik ve yluksek numuneler igin
ayri ayri uygulanmis ve her bir numune icin 80 sonug
elde edilmistir. Sonugclar istatistiksel olarak 2 faktérlu
Nested-ANOVA modeli kullanilarak elde edilmistir.?®

LDL'ye ait tekrarlanabilirlilik ve laboratuvar i¢i kesinlik SD
(standart sapma) ve %CV degerleri sirasiyla tablo 1 ve
2'de verilmistir:

Tablo 1. iki Ayri Konsantrasyondaki Numuneden Elde
Edilen LDL Tekrarlanabilirlilik Sonuglari

Ortalama konsantrasyon SD CV% n
42 mg/dL 0.92 2.19 80
109 mg/dL 1.87 1.72 80

Not: Bu calisma dizeni énceki yayinlanmis CLSI EPO5-
A2 rehberinde “within-run precision” olarak
adlandiriimaktadir.?’
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Tablo 2. iki Ayri Konsantrasyondaki Numuneden Elde
Edilen LDL Laboratuvar igi Kesinlik Sonuglari

Ortalama konsantrasyon SD CV% n
42 mg/dL 1.25 2.98 80
109 mg/dL 3.52 3.23 80

Not: Bu calisma duzeni énceki yayinlanmis CLSI EP05-
A2 rehberinde “total presizyon” olarak
adlandiriimaktadir.?’

interferans

LDL interferans tarama testinde kullanilan endojen
interferant ve analit konsantrasyonlari “CLSI EP37-
ED1:2018” ve “CLSI EP07-ED3:2018" kilavuzlarina
uygun olacak sekilde belirlendi.?®%°

LDL interferans tarama testi sonucunda elde edilen
gbzlemlenen fark degerinin interferans bakimindan
anlamli olup olmadigini tespit edebilmek igin kullanilacak
olan toplam kabul edilebilir hata orani +%10 olarak
alindi.*®

LDL interferans testi sonucunda, belirlenmis olan endojen
interferant ve analit konsantrasyonlarinda, interferantlar
ve analit arasinda belirgin bir etkilesim gézlenmedi.

Enterferant ve LDL Hedef « | %Goézlemlenmis

N

Konsantrasyon (mg/dL) Geri Elde
Hemoglobin
900 mg/dL 112 3 93
Bilirubin
22,5 mg/dL 119,4 3 90
Trigliserit
2200 mg/dL 78,4 3 110
Lipemi indeksi**
702 78,4 3 110

*Serum havuzu seklinde hazirlanmis olan kontrol ve test (icinde
interferant bulunan) numunelerinin kac kez tekrarll ¢alisilacaginin
hesaplanmasinda ilgili metot icin 6nceden tespit edimis
tekrarianabiliriik (with-in run) SD degerleri ve interferans limiti
olarak belirlenmis toplam kabul edilebilir hata orani kullanildi.
Hesaplamalarda tip 1 hata (a hata) orani %5 ve tip 2 hata orani (B
hata) %10 (%90 gtic) kabul edildi.®

**Lipemi indeksi 702 olana kadar belirgin etkilesim yoktur.
Lipemi indeksi  (bulanikliga  karsilik  gelir) ile  trigliserid
konsantrasyonu arasinda zayif bir korelasyon vardir.

Endojen interferantlar yani sira cgesitli ilag ve
metabolitlerinin, antikoagulanlar (6rn. Heparin, EDTA,
sitrat, oksalat) ve koruyucular (6rn. Sodyum flordr,
iyodoasetat, hidroklorik asit) gibi érnek katki maddelerinin,
toplama ve igleme sirasinda &rneklerle temas edebilen
maddelerin (serum ayirici cihazlari, érnek toplama kaplari
ve icerigi, kateterler, kateter yikama c¢ozeltileri, cilt
dezenfektanlari, el temizleyicileri ve losyonlar, cam yikama
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deterjanlari, toz eldivenler vb.), belirli testleri etk iledigi
bilinen diyet maddelerinin (kafein, beta-karoten, hashas
tohumu vb.) veya bir 6&rnekte yabanci proteinlere
(heterofilik antikorlar vb.), otoimmin yanita (otoantikorlar
vb.) veya maligniteye bagl (érnedin paraproteinlerin, fosfat
testi ve indirekt iyon segici elektrot yéntemleri ile girisim
olusturmasi) olusturan mevcut bazi maddelerin pek ¢ok
farkll nedenden &tard  cgesitli  girisimlere ve vyanlis
degerlendirmelere neden olacak olumsuz etkilerinin ortaya
cikabilecedi unutulmamalidir.?

Bu performans karakteristikleri otoanalizér kullanilarak
elde edilmistir. Sonuglar farkli ekipmanlar ya da manuel
proseddrler kullanildidinda bazi degisiklikler gésterebilir.

UYARILAR VE ONLEMLER

IVD: In Vitro Diagnostik kullanim igindir.

Son kullanma tarihi gegmis reaktifleri kullanmayiniz.
Farkli iki lot numarali reaktif birbirine karistirimamalidir.
Profesyonel kullanim igindir.

iyi Laboratuvar Uygulamalari (GLP) ilkelerine uyunuz.
Sodyum azid igerir.

DIKKAT: Bu (run ile birlikte insan kaynakli érnekler
isleme alinmaktadir. insan kaynakli érneklerin tiim
potansiyel bulasici olarak kabul edilir ve OHSAS (is
Sagligi ve Gulvenlidi Yonetim Sistemleri) standartlarina
uygun olarak ele alinmasi tavsiye edilmektedir.

Tehlike

EUHO032 -Asitle temasta ¢ok zehirli gaz cikarir.

H317 -Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.

Onlem

P280 :Koruyucu eldiven / koruyucu giysi /
g6zluk / maske kullaniniz.

P264 :Kullandiktan  sonra  elinizi  uygun
sekilde yikayiniz.

pP272 :Kirlenmis is kiyafetinin is yeri disinda
kullanimina izin verilmemelidir.

Miidahale

P302+P352 :Deri ile temasta bol sabun ve su ile
yikayiniz.

P333+P313 :Deriyi tahris eder ya da kizariklik
meydana  gelirse  tibbi  yardima
basvurunuz.

P362+P364 :Kontamine olmus giysiyi ¢ikariniz ve
kullanmadan 6énce uygun sekilde
yikayiniz.

imha

P501 ‘icerikleri ve kaplari yerel
dizenlemelere gére atiniz.
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