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OZET

Klinik biyokimya laboratuvarlarinda kantitatif idrar proteini ol¢iimu, genellikle
turbidimetrik ya da boya baglama yontemleri kullanilarak elde yapilmaktadir. Boya
baglama yontemleri farkli protein tiplerinde gram protein bagina farkli miktarda
renk olusturmalari, turbidimetrik yontemler (orn. trikloroasetik asit, sulfosalisilik
asit vb.) ise kolay uygulanmalarina kargin fazla miktarda ornek gerektirmeleri ve
impresizyonlariin yiiksek olmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Biz ¢alismamizda
benzalkonyum klorir kullanarak gelistirdigimiz yontemi Advia 1650 (Bayer Corp.)
cihazina uyguladik.

Calismada Bayer SetPoint serum kalibratort kullanilarak hazirlanan 100, 200,
500, 1000 ve 2000 mg/L konsantrasyonlarinda kalibratorler ile kalibrasyon yapildi.
Yontemin calisma ici tekrarlanabilirligi, dusuk ve yuksek duzeyde protein igeren
orneklerin yirmibirer kez calisilmasiyla hesaplandi. Duguk duzeyde CV degeri
%?2.4; yuksek duzeyde ise %1.9 olarak bulundu. Geri alma (saglama, “recovery”)
caligmast icin 30 mg/L diizeyinde protein iceren idrara gesitli miktarlarda protein
standard1 eklenerek 100, 150, 200, 500, 1000 ve 2000 mg/L’lik konsantrasyonlar
elde edildi ve ortalama geri alma %97.65 bulundu. Duyarlilik ¢alismasinda 25 mg/L
duzeyine kadar saglikli okuma yapilabildigi goruldi.

Yontemin dogrulugunu degerlendirmek icgin referans olarak Bradford yontemi
kullanildi. Cesitli konsantrasyonlarda toplam 51 ornegin karsilastirilmasinda iki
yontem arasinda Pearson korelasyon analizi yapildi ve korelasyon katsayist r=0.98
olarak bulundu. Yapilan lineer regresyon analizinde iki yontem arasindaki iliskiyi
tanimlayan denklem (y= 1.133 x — 56. 462) idi.

Sonug olarak benzalkonyum kloriir yontemi, kantitatif idrar proteini ol¢imiinde
ucuz, otomasyona uygun, genis bir aralikta dogru dl¢im yapabilen, referans yon-
temle karsilastirildiginda dogrulugu ve tekrarlanabilirligi yuksek yeni bir yontem
olarak sunulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: proteiniri, idrar proteini tayini, Bradford yontemi,
benzalkonyum kloriir, Coomassie brilliant blue

ABSTRACT

Determination of urinary protein in clinical chemistry laboratories is usually made
by using either manuel turbidimetric techniques which tend to be imprecise and
require too much sample, or dye binding methods which give different amounts of
color per gram of protein with different proteins. We developed a new method which
use Benzalkonium chloride and adapted it to Advia 1650 (Bayer Corp.) analyzer.

In the study, calibrators containing 100, 200, 500, 1000 and 2000 mg/L protein,
which were prepared from Bayer Setpoint serum calibrator were used. The within
run imprecision was determined from two samples, a low and a high level, by read-
ing each 21 times; CVs were 2.4 % and 1.9 % respectively. A urine pool of 30 mg/L
was used for analytical recovery and concentrations of 100, 150, 200, 500, 1000 and
2000 mg/L were adjusted by adding known amounts of protein into this pool and
the mean recovery was % 97.65. The method was sensitive down to 25 mg/L level.

We compared our method with Bradford method for a total of 51 samples and we
found a strong correlation between the methods (r=0.98). We also made a linear
regression analysis and the equation between the two methods was found as y=
1.133x — 56.462.

As a result, we present a new method which is cheap, appropriate for automation,
measure urine samples in a wide concentration range with a high accuracy and low
imprecision compared with the reference method.

Key Words: proteinuria, urine protein determination, Bradford method,
benzalconium chloride, Coomassie brilliant blue
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GIRIS

Klinik biyokimya laboratuvarlarinda kantitatif idrar pro-
teini 0l¢umu, genellikle turbidimetrik ya da boya bagla-
ma yontemleri kullanilarak yapilmaktadir. Boya baglama
yontemleri farkli protein tiplerinde gram protein bagina
farkli miktarda renk olugtururlar. Bradford yonteminde
kullanilan Coomassie brilliant blue, kuivetleri boyadig:
icin otomasyona uygun degildir. Son yillarda otomati-
ze kitleri uretilen Pyrogallol Red ise yuksek maliyeti
nedeniyle kullanimi yayginlagmamis bir yontemdir.
Turbidimetrik yontemler kolay uygulanmalarina kargin
fazla miktarda ornek gerektirmeleri ve impresizyonlari-
nin yitksek olmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Kullanilan
ornek hacmi, ozellikle BOS gibi 6rnek hacminin kisith
oldugu durumlarda turbidimetrik yontemler i¢in onemli
bir dezavantaj olusturmaktadir. Ayrica dl¢imiin manuel
olusu zaman ve igguicti kayb1 acisindan negatif bir 6zel-
liktir. Biz calismamizda deterjan ozellikte bir kuaterner
amonyum bilesigi olan benzalkonyum kloruir kullanarak
gelistirdigimiz yontemi Advia 1650 (Bayer Corp.) ciha-
zina uyguladik ve yontemin performans ozelliklerini
saptayarak Bradford yontemi (Coomassie brilliant blue
G 250) ile karsilastirdik.

GEREC VE YONTEM

Geligtirdigimiz yontem, Jihei Iwata ve ark.’nin idrar pro-
teini icin alkali ortamda benzetonyum kloriir kullanarak
yaptiklar1 dl¢ime dayanmaktadir (1). Benzalkonyum
klorur, yap1 olarak benzetonyum klorire benzeyen,
ancak maliyet olarak cok daha ucuz bir reaktiftir.
Calismamizda Jihei Iwata ve ark.’nin yontemini modifi-
ye ederek benzalkonyum klorir reaktifi ile denedik.

Calismada ilk olarak 0.5, 1.25, 2.5 ve 5 g/L gibi degisik
konsantrasyonlarda  benzalkonyum kloriir c¢ozeltileri
hazirlandi. Iwata ve ark. ‘nin onerdigi sekilde ortami
alkali hale getirmek icin 33 mmol/L. EDTA+0.5 mol/L
NaOH igeren ikinci bir ¢ozelti hazirlandi. Burada EDTA
iki degerli katyonlar1 baglayarak etkisiz kilmak igin
kullanildi. Her bir kombinasyon iki farkli 6rnek miktari
kullanilarak elde denendi. Caligma sirasinda 4mL NaOH
cozeltisi iizerine 100 veya 200 uL idrar ornegi eklen-
dikten sonra vorteks karigtirici ile karigtirildi ve bek-
lemeden 1 mL benzalkonyum klorr ¢ozeltisi eklendi.
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syon araligindaki kalibrasyon egrisi
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On dakika beklendikten sonra 60. dakikaya kadar onar
dakika araliklarla 450 ve 600 nm’de absorbanslart alin-
di. En yuksek absorbans, 5 g/L benzalkonyum klorir
cozeltisi ile 200 uL 6rnek kombinasyonuyla, 450 nm’de
yapilan okumayla elde edildi. Zaman icinde bir saate
kadar absorbanslarda anlamli degisiklik olugsmadigi
gozlendi. Yontem, asagidaki parametreler kullanilarak
Bayer, Advia 1650 otoanalizoriine uyarlandi. Bayer,
Advia 1650 otoanalizorunde tum oOrnekler, 1/5 oraninda
deiyonize su ile On seyreltildiginden, drnek miktar1 bes
kat fazla olacak sekilde tanimlandi:

R1 : 33 mmol/L EDTA i¢inde 0,5 mol/L NaOH
R2 : 5 g/L benzalkonyum kloriir

R1 hacmi: 100 uL

R2 hacmi: 25 uL

Ornek hacmi : 25 uL (1:5 seyreltim nedeniyle gercek
ornek hacmi 5 uL)

Dalga Boyu : 450 nm
Reaksiyon zamani : 15 dakika

Kalibrasyon : 100, 200, 500, 1000, 2000 mg/L konsant-
rasyonlarinda kalibratorlerle multikalibrasyon (Sekil 1)

SONUCLAR

Tekrarlanabilirlik (presizyon): Yontemin calisma igi
tekrarlanabilirligi, dusuk (300 mg/L) ve yuksek (1000
mg/L) duzeyde protein i¢eren Orneklerin yirmibirer kez
caligilmasiyla hesaplandi. Dugsuk duzeyde CV % 2.4;
yuksek duzeyde ise % 1.9 olarak bulundu. Ayni o6rnek-
lerden Bradford yontemi kullanilarak yapilan dl¢timler-
de ise CV’ler sirasiyla % 6.7 ve % 5.5 olarak bulundu.

Geri alma (saglama, “recovery”): Geri alma caligsmasi
icin 30 mg/L duzeyinde protein iceren idrara ¢esitli mik-
tarlarda protein standardi eklenerek 100, 150, 200, 500,
1000 ve 2000 mg/L’lik konsantrasyonlar elde edildi. Her
bir konsantrasyon i¢in % geri alma, (%R= Eklenen pro-
tein konsantrasyonu / Geri alinan konsantrasyon) x 100
formult kullanilarak ayri ayri hesaplandi ve ortalama
geri alma %97.65 bulundu (Tablo 1).

Analitik duyarlilik (sensitivite): Duyarlilik ¢aligmasin-
da 200 mg/L konsantrasyonundaki ornek sulandirilarak
en dusuk saglikli okuma yapilabilen deger hesaplandi.
Yontemin ayirag koruniin absorbans: + 3 SD = 0,002534
+ 0,00192 olarak bulundu. Alinan absorbanslar dikkate
alindiginda yontemin analitik duyarliliginin 25 mg/L
duzeyinde oldugu goruldi .

Tablo 1 Yontemin degisik protein konsantrasyonlarinda % geri alma
degerleri

Konsantrasyon % R

100 104

150 92

200 88

500 94

1000 97

2000 111
Toplam 97,65
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Dogruluk (accuracy): Yontemin dogrulugunu degerlen-
dirmek i¢in referans olarak Bradford Yontemi kullanil-
di. Bu yontem, ayira¢ olarak Coomassie brilliant blue
G-250 ‘nin kullamldig1 bir boya baglama yontemidir.
Calismada 30 mg Coomassie brilliant blue G 250, 15
mL %95 etanolde ¢ozuldikten sonra 30 mL %85 fosfo-
rik asit eklendi. Son hacim 300 mL’ye tamamlandiktan
sonra karigim filtre kagidindan suzuldu ve 465 nm.’deki
suya kars1 absorbansi 0,800=100A olacak sekilde sey-
reltildi. Caligma sirasinda 2 mL ayira¢ uzerine 20 uL
ornek eklenip karigtirildiktan 5 dakika sonra 595 nm’de
ayira¢ korune kargi absorbans olgumleri yapildi (2, 3).
Kalibrator olarak 100, 200, 500, 1000 ve 2000 mg/L’lik
kalibratorler kullanildi (Sekil 2).

Iki yontemi karsilagtirmak amaciyla protein degerleri 10
mg/L-2000 mg/L arasinda toplam 51 taze idrar ornegi
her iki yontemle analiz edildi ve aralarinda lineer reg-
resyon analizi ve Pearson korelasyon analizi yapildi.
Korelasyon katsayis1 r=0.98 olarak bulundu. Yapilan
lineer regresyon analizinde iki yontem arasindaki ilig-
kiyi tamimlayan denklem (y= 1.133 x — 56.462) idi. Iki
yontem arasindaki iligki, Sekil 3A’da gortilmektedir.

Yontemlerin dusuk konsantrasyon degerlerindeki (0
— 500 mg/L) iligkisini arastirmak amaciyla toplam 27
ornekte ayr1 bir lineer regresyon ve korelasyon analizi
yapildi. Korelasyon katsayisi r=0.95, aradaki iligkiyi
tanimlayan denklem ise (y= 0.903 — 18.62) idi. Dusuk
konsantrasyon degerlerinde iki yontem arasindaki iligki
Sekil 3B’de goriilmektedir.

Dogrusallik (Linearity): Yontemin dogrusalligi, protein
konsantrasyonu belli orneklerin ¢aligilmasiyla saptandi.
Yontemin, 2000 mg/L duzeyine kadar saglikli okuma
yapabildigi goruldi.

TARTISMA

BOS ve idrarda total proteini 0l¢iimii, klinik laboratuvar-
larda yaygin olarak kullanilan, ancak mevcut yontemle-
rin birbirinden farkli avantaj ve dezavantajlar1 nedeniyle
hangi yontemin kullanilacagi hakkinda uzerinde fikir
birligine varilamamis bir konudur (4). Idrar proteinleri-
nin tayininde kullanilan kantitatif yontemler bulaniklik
olusumu, boya baglama ya da renk olusumu temeline
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Sekil 2 Bradford yontemi i¢in 0-2000 mg/L konsantrasyon
araligindaki kalibrasyon egrisi
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dayanirlar. Bulaniklik olusumuna dayanan turbidimetrik
yontemler triklorasetik asit (TCA), sulfosalisilik asit
(SSA), ya da alkali benzetonyum klorir yontemlerini
kapsar. Boya baglama yontemleri, Coomassie brilliant
blue, Ponceau-S ve ozellikle son yillarda yayginlagsan
Pyrogallol Red yontemleridir. Renk olusum temeline
dayanan yontemler ise biure ve Folin-Lowry reak-
siyonlaridir (5). Klinik kullanimda halen en yaygin
kullanilan yontemler turbidimetrik yontemlerdir. 1982
yilinda “College of American Pathologists” tarafindan
yapilan laboratuvarlar arasi idrar protein tayini kargi-
lagtirma g¢alismasinda, litrede 1000 mg protein iceren
calisma orneginde SSA icin %50, TCA icin %43 gibi
yuksek CV degerleri rapor edilmistir (6). 1986 yilinda
Fransa’da kalite kontrol programina iiye laboratuvarlar
arasinda yapilan karsilagtirmada laboratuvarlar arasin-
daki en buyuk uygunsuzlugun idrar protein tayininde
oldugu gorulmitg, TCA ve SSA yontemlerini kullanan
laboratuvarlarda bu uyumsuzlugun daha fazla oldugunu
bildirilmistir. 1987 yilinda % 29,5 olarak bulunan CV,
Coomassie blue ve Pyrogallol Red kullaniminin yay-
ginlagmasiyla 1999 yilinda %10,7’ye gerilemistir (7).
Ayrica TCA ve SSA yontemlerinde gereken ornek mik-
tarinin fazlaligi, 6zellikle BOS orneklerinde sorun olus-
turmaktadir. Boya baglama yontemleri turbidimetrik
yontemlere oranla daha guvenilir yontemlerdir, ancak
albumin ve globuline farkli oranda cevap olugturma
dezavantajlar1 vardir (3). Brilliant blue, kullanim sira-
sinda kuvetleri boyadig1 icin otomasyona uyarlanmasi
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Sekil 3 A.0-2000 mg/L konsantrasyon araliginda Bradford ve benzal-
konyum kloriir yontemlerinin kargilagtirilmast (y = 1.133 x — 56.462)

B. 0-500 mg/L konsantrasyon araliginda Bradford ve benzalkonyum
klorur yontemlerinin karsilagtirilmas: (y = 0.903 x — 18.62)
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zordur. Pyrogallol Red son yillarda kullanimi artan,
otomatize kitleri bulunan bir yontemdir. Ulkemizde ise
ozellikle maliyetinin yuksekligi nedeniyle kullanimi
yayginlasmamigtir. Bizim gelistirdigimiz yontem, mali-
yet agisindan ¢ok ucuz olmasi nedeniyle boya baglama
yontemlerinden, daha giivenilir olmasi, 6rnek miktarinin
azlig1 ve otomasyona uygunlugu nedeniyle de diger tur-
bidimetrik yontemlerden daha avantajl gorinmektedir.
Guvenilirligi yuksek bir yontem olan Bradford yon-
temiyle yapilan kargilagtirmada iki yontem arasindaki
korelasyonun yuiksek (r=0,98) oldugu goruldu. Lineer
regresyon analizinde aralarindaki iligkiyi tanimlayan
denklem y= 1.133 x — 56.462 idi. Tekranabilirlik calis-
masinda ise yeni yontemin performansi Bradford’dan
daha iyi olarak bulundu. CV degerleri sirasiyla %2.4;
%]1.9 ve Bradford i¢in %6.7 ve %5.5°du. Dilena ve ark.
tarafindan yapilan yontem karsilagtirma c¢aligmasinda
brilliant blue i¢in 220 mg/L konsantrasyonunda CV
degeri % 6.8, 620 mg/L protein konsantrasyonunda
%3.5, 1020 mg/L protein konsantrasyonunda ise %2.9
olarak bulunmustur (8). Dugsuk duzeyde protein iceren
ornekte bulunan CV degeriyle Dilena ve ark.’nin bil-
dirdigi deger yakin olmakla birlikte, yuksek protein
miktarina sahip ornekte hesaplanan CV degeri bizim
calismamizda daha yuksekti.

Geri alma ¢aligmasinda benzalkonyum kloriir yontemi
icin, ortalama %97.6 gibi yiksek bir %R degeri bulun-
mugtur (Tablo 1). Coomassie brilliant blue i¢in Bradford
tarafindan yapilan calismada (2) %R degeri bildirilme-
mis, Lott ve ark.‘nin ayni prosediirii idrar orneklerinde
degerlendirdikleri ¢calismada %97-101 ve %96-112 sek-
linde iki farkli %R degeri bildirilmigtir (3).
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Yontemin analitik duyarliligi degerlendirildiginde,
absorbansta anlamli degisiklige yol acan en dugsuk kon-
santrasyon 25 mg/L. olarak bulunmustur. Bradford’un
calismasinda 250 mg/L protein konsantrasyonunun
0.275 duzeyinde bir absorbans degisikligi olusturdugu
bildirilmekte (2), Lott ve ark. ise 250 mg/L’nin altin-
daki konsantrasyonlarda ornek miktarinin iki katma
cikarilmasini onermektedir (3). Bradford ayrica daha
dusuk konsantrasyonlardaki protein ornekleri i¢in 1 mL
reaktif ve 0.1 mL ornekten olusan mikroprotein yontemi
onermektedir. Bu sekilde 5 mg/L duzeyine kadar okuma
yapilabilmektedir (2).

Dogrusallik ¢aligmasinda gelistirdigimiz yontemin 2000
mg/L duzeyine kadar saglikli okuma yapabildigi gorul-
du. Bradford yontemi icin Lott ve ark 1500 mg/L’nin
tizerindeki degerlerde seyreltme yapilmasini onermekte
(3), Dilena ve ark. ise en yuksek dogrusalligin 1000
mg/L‘ye kadar oldugunu bildirmektedir (8). Regresyon
analizindeki 1.133 degeri, Bradford yonteminin yuk-
sek protein konsantrasyonlarinda (>1000 mg/L) yanlis
dustik degerler vermesinden kaynaklanmig olabilir.
Bradford yonteminin kalibrasyon egrisinde 2000 mg/L
duzeyindeki dusik absorbans degeri de bu durumu des-
teklemektedir.

Sonug¢ olarak benzalkonyum klorur kullanarak gelis-
tirdigimiz yontem, kantitatif idrar proteini ol¢iimunde
ucuz, otomasyona uygun, genig bir aralikta dogru 6l¢im
yapabilen, dogrulugu ve tekrarlanabilirligi yuksek yeni
bir yontem olarak sunulmaktadir. Yontemin BOS 6rnek-
lerinde denenmesi ve olasi interferanslarin belirlenmesi
icin ileri caligmalara ihtiya¢ vardir.
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