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ÖZET

Amaç:  Metionin metabolizmas› s›ras›nda ortaya ç›kan homosisteinin (Hcy) son y›llarda birçok hastal›¤›n

etyopatogenezinde rol oynad›¤› ileri sürülmüfltür. Özellikle serebrovasküler ve koroner arter hastal›klar›  ile

iliflkili ba¤›ms›z bir risk faktörü oldu¤unun ortaya konmas› plazma Hcy ölçümlerine olan ilgiyi artt›rm›flt›r.

Gereç ve Yöntem:  Bu çal›flmada HP1100 cihaz›nda Chromsystems kitleri ve Drew DS30 sistemi

kullan›larak plazma Hcy düzeyleri ölçüldü ve iki sistemin klinik kimya laboratuvarlar›nda Hcy ölçümleri

aç›s›ndan analitik performanslar› incelendi.

Bulgular:  Drew DS30 sistemi ve Chromsystems kitleri ile HPLC’de tekrarlanabilirlik s›ras›yla %2.1 ve 1.6

olarak bulundu (p=0.043). Ölçümler aras› do¤ruluk üç ayr› Hcy konsantrasyonunda de¤erlendirildi¤inde

standart sapmalar Drew DS30 ve Chromsystems kitleri ile HPLC için s›ras›yla düflük (5 µmol/L)

konsantrasyonda %4.9 ve 4.0, orta (12.5 µmol/L) konsantrasyonda %5.2 ve 4.2 ve yüksek (24.8

µmol/L) konsantrasyonda %5.8 ve 4.2 olarak bulundu. Ortalama geri kazan›m›n Drew DS30 için

%101.8 ± 2.3, HPLC için %98.9 ± 1.4 oldu¤u saptand›. Drew DS30 ve HPLC sistemlerinin ölçüm yapabildi¤i

en düflük Hcy konsantrasyonlar› s›ras›yla 2.8 ve 1.6 µmol/L olarak kaydedildi. Her iki sistemle ölçülen

Hcy düzeyleri aras›nda iyi bir korelasyon bulundu (r= 0.948). Linearite s›n›rlar› Drew DS30 sistemi ve

Chromsystem kitleri ile HPLC’de s›ras›yla 100 ve 200 µmol/L olarak bulundu.

Tart›flma:  Hiperhomosisteinemisi oldu¤u düflünülen gruplarla yap›lacak çal›flmalar›n yan› s›ra numune

miktarlar›n›n az, hasta say›s›n›n yüksek ve çal›flma zaman›n›n k›s›tl› oldu¤u laboratuvarlarda plazma

homosistein ölçümlerinde Chromsystems HPLC kitlerinin kullan›m›n›n daha yararl› olabilece¤i, yukar›da

belirtilen k›s›tlamalar›n olmad›¤› laboratuvarlarda ise Chromsystems kitleri yan›nda yak›n performansta

olan DS30 sisteminin de kullan›labilece¤i görüldü.

Anahtar Sözcükler:  Homosistein, Chromsystems, HPLC, DS30, Ölçüm yöntemleri

ABSTRACT

Objective:  It has been proposed that the homocysteine (Hcy) produced during the metabolism of

methionine plays a role in etiopathogenesis of several diseases. The interest in measurement of 
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plasma Hcy levels has increased recently upon the finding that Hcy is an independent risk factor for

cerebral, vascular and coronary artery diseases.

Materials and Methods:  In the present study, we measured plasma Hcy levels with two different

systems; Chromsystems kits in HP1100 and Drew DS30 and investigated the analytical performances

of these two systems in Hcy measurements in clinical laboratories. 

Results:  Reproducibilities for Drew DS30 system and HPLC with Chromsystems kits were found to be

2.1 and 1.6%, respectively (p=0.043). Inter-assay variability for three different Hyc concentrations

revealed standard deviations of 4.9 and 4.0% for low (5 µmol/L), 5.2 and 4.2% for moderate (12.5

µmol/L) and 5.8 and 4.2% for high (24.8 µmol/L) concentrations for Drew DS30 and HPLC with

Chromsystems kits, respectively. Mean recovery was 101.8 ± 2.3% for Drew DS30 and 98.9 ± 1.4%

for HPLC. The lowest measurable Hcy concentrations for Drew DS30 and HPLC systems were recorded

as 2.8 and 1.6 µmol/L, respectively. There was a good correlation between the Hyc levels measured

with both systems (r= 0.948). Limits of linearity were found to be 100 and 200 µmol/L for Drew DS30

system and HPLC with Chromsystems kits. 

Conclusion:  We demonstrated that the use of Chromsystems HPLC for homocysteine measurement

might be more useful both in groups with predicted hyperhomocysteinemia and in laboratories with

high number of patients where there are limitations in sample amounts, and working hours. On the

other hand, in laboratories without the limitations mentioned above, DS30 system might be used with

a similar performance to Chromsystems kits.

Key Words:  Homocysteine (Hcy), Chromsystems, HPLC, DS30, Measurement methods

vasküler, serebrovasküler ve periferik vaskü-

ler hastal›klarla iliflkili ba¤›ms›z bir risk fak-

törü olarak tan›mlanmas› ile Hcy’e olan ilgi

oldukça artm›flt›r. Kal›tsal hiperhomosistei-

nemide gözlenen aterosklerotik ve trombo-

tik komplikasyonlar›n nedeninin Hcy oldu¤u

ilk olarak McCully taraf›ndan ortaya at›lm›fl-

t›r (10). Ard›ndan, 1976’da Wilcken, hiper-

homosisteinemiyi bir vasküler hastal›k risk

faktörü olarak tan›mlam›flt›r (11). Epidemi-

yolojik çal›flmalarda, toplumun %9-15’inde

orta derecede hiperhomosisteinemi (plazma

Hcy düzeyi >16 µmol/L) oldu¤u ve hiperho-

mosisteineminin di¤er risk faktörlerinin etki-

lerinden ba¤›ms›z bir flekilde periferik vaskü-

ler, serebrovasküler ve koroner arter hasta-

l›¤› ile iliflkili oldu¤u gösterilmifltir (12-14).

Yirmiyedi çal›flman›n meta analizi sonucunda,

dolafl›mdaki total Hcy düzeyinde 5 µmol/L’lik

bir art›fl›n koroner kalp hastal›¤›n› 1.7 kat,

serebrovasküler hastal›¤› ise 1.5 kat artt›r-

d›¤› gösterilmifltir (13,15). Dolay›s› ile total

Hcy ölçümü klinik biyokimya laboratuvar-

lar›n›n önemli parametrelerinden biri haline

gelmifl, kolay ve otomatik flekilde Hcy ölçü-

mü yapabilecek teknikler aranmaya bafllan-

m›flt›r. 

Özdem S. ve ark.

G‹R‹fi

Homosistein (Hcy) methioninden köken alan

ve sülfür içeren esansiyel bir amino asittir.

‹çerdi¤i serbest sülfidril (thiol) grubu ile

çeflitli disulfid formlar›na kolayl›kla okside

olabilir (1,2). Plazmada Hcy’in büyük bir k›sm›

(>%80) disülfid ba¤lar› ile proteinlere ba¤l›

olarak bulunur. Bunun bir k›sm› simetrik

disülfid Hcy, di¤er bir k›sm› karma disülfid

Hcy-sistein, %2’den daha az bir k›sm› ise

serbest tiyol fleklindedir (1,2). Hcy diyetle

al›nan metioninin metabolizmas› s›ras›nda

ortaya ç›kar. Hcy metabolizmas›nda sista-

tionin β-sentaz veya termolabil metilentetra-

hidrofolat redüktaz enzimleri yan›s›ra B12,

B6 ve Folik asit gibi vitaminler de kofaktör

olarak görev al›r (3). Söz konusu vitaminler

ile serum Hcy düzeyleri aras›nda ters bir

iliflki gösterilmifltir (4,5). Hcy, folat ve vitamin

B12 eksikli¤inin duyarl› bir göstergesidir (4,5).

Hcy düzeylerindeki art›fl, do¤um defektleri,

hamilelik komplikasyonlar›, psikiyatrik bozuk-

luklar ve yafll›larda biliflsel yetersizlik gibi

durumlarla iliflkilidir (6-9).

Serebrovasküler ve koroner arter hastal›klar

geliflmifl bat›l› ülkelerde en önemli ölüm ne-

denleridir. Hcy düzeylerindeki art›fl›n kardio-
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Klinik Laboratuvarlarda Homosistein Ölçümü

Total Hcy ölçümleri ilk olarak amino asid

analizörlerinde, ninhidrinin kullan›ld›¤› duyar-

l›l›¤› düflük yöntemlerle bafllam›flt›r. Total Hcy

düzeyinin klinik öneminin anlafl›lmas›yla

birlikte, 1980’lerin ortas›ndan bafllayarak

Hcy araflt›rmalar› için yeni bir ça¤ aç›lm›flt›r.

1990’lar›n ikinci yar›s›nda ise immün yön-

temler gelifltirilmifl, bu flekilde Hcy ölçüm-

leri araflt›rma arac› olmaktan ç›k›p yayg›n

bir flekilde kullan›lan klinik kimyasal testler

haline gelmifltir. Bu geliflmelere paralel ola-

rak hem rutin tan› hem de araflt›rma aç›s›n-

dan bu alana olan ilgi belirgin bir flekilde

artm›flt›r (16,17).

Her ne kadar bu kromatografik yöntemler

göreceli olarak karmafl›k ve oldukça özel

cihazlar gerektiriyorlarsa da, plazma total

Hcy ölçüm yöntemlerinin ço¤unda yüksek

performansl› s›v› kromatografisi (HPLC) kul-

lan›lmaktad›r. Oldukça karmafl›k olmalar›

ve pahal› cihazlar›n kullan›lmas› gerekti¤i

için bu yöntemler rutin klinik kimya labo-

ratuvarlar›nda genellikle bulunmamaktad›r.

Hcy ölçümü için bilinen birkaç tam otoma-

tik kromatografik metod mevcuttur. Bu çal›fl-

mada total Hcy düzeyleri HP1100 cihaz›nda

Chromsystems kitleri ve Drew DS30 sistemi

kullan›larak ölçülmüfl ve bu iki sistemin

klinik kimya laboratuvarlar›nda Hcy ölçüm-

leri aç›s›ndan avantaj ve dezavantajlar› ince-

lenmifltir.

GEREÇ VE YÖNTEM

Cihazlar ve Kullan›mlar›: 

Chromsystems kitleri Hewlett Packard 1100

‹sokratik pompas›, HP 1100 floresan dedek-

törlü kromatografik parça içeren HPLC ciha-

z›nda de¤erlendirildi. Bu kitlerde modifiye

silikondioksid kartilaj içeren 4.6X125 mm

ters faz kolunu (Munchen, Germany) bulun-

maktad›r. Hareketli faz›n ak›fl h›z› 1.7 ml/

dak olarak ayarland›. Sistemin plazma Hcy

ölçüm ifllemi afla¤›da aç›kland›¤› sekilde idi:

100 µL plazma, 25 µL iç standart ve 25 µL

indirgeyici solüsyon [tris(2-carboxyethyl) pho-

sphine (TCEP)] ile kar ›flt›r›l›r ve 5 dakika oda  

›s›s›nda inkübe edilir. Ard›ndan proteinlerin

çökmesi için 100 µL çöktürücü solüsyon

[trichloroacetic acid (TCA)] eklenir. 30 saniye

vortekslenerek 9000xg’de 5-7 dakika santri-

füj edilir. Ayr› bir eppendorf içinde 100 µL

thiol’e özel floresan boya içeren türevlen-

dirici çözeltiye, oluflturulan süpernatandan

50 µL eklenir. 50-55 °C’de 15 dakika bek-

lenir ve cihazda ölçülür. Bir numunenin pik-

lerinin de¤erlendirilip sonuçlanmas› 4-5 daki-

ka sürer. Kitlerle beraber standart ile 9.64

(7.71±11.6) ve 20.9 (16.8± 25.1) µmol/L

Hcy içeren iki ayr› kontrol plazmas› verilen

bu sistemde 100 numuneyi ayn› anda ciha-

za yüklemek mümkün olabilmektedir. 

Drew DS30 Total Hcy sistemi 5 cm boyunda

revers faz kolonu, içerisinde 5-20 µmol/L

de¤erinde kalibratörler ve kontrolleri içer-

mektedir. Gerekli plazma miktar› 200 µl’dir.

30 numune ayn› anda cihaza yüklenebil-

mektedir. Gerekli plazmaya 10 µL internal

standard (IS; 2-mercaptoethylamine) eklenir.

Disülfidlerin kar›flmas› için kar›flt›r›l›r.

Protein ba¤l› tiolleri azaltmak için 20µL tris

(2-carboxyethyl) phosphine (TCEP) eklenir.

Ard›ndan proteinlerin çökmesini sa¤lamak

için trikloroasetik asid (TCA) konulur. Üst faz

al›n›r ve floresan tiyol spesifik boya olan ve

EDTA/borat tamponunda çözülmüfl ammonium

7-fluorobenze-2-oxa 1,3-diazole-4-sulfonate

(SBDF) ile türevlendirme ifllemi için 60 °C’de

50 dakika beklenir. Drew DS30 HPLC siste-

minde tiyol türevleri ardarda ç›karlar ve olu-

flan floresan miktar› ile orant›l› olarak mik-

tarlar› ölçülür. Bu sistemde 30 numunenin

çal›fl›lmas› 5-6 saat sürer. Hcy miktarlar› iki

noktal› kalibrasyon e¤risi kullan›larak verilir.

Tablo 1’de her iki sistemin özellikleri karfl›-

laflt›rmal› olarak verilmifltir.

Numune Örnekleri: 

Hcy kan hücrelerinde üretilebilmekte ve plaz-

maya sal›nabilmektedir. Bu sal›n›m zamana

ve ortam ›s›s›na ba¤l› olarak de¤iflir. Buz

içerisinde EDTA’l› örnekler 1 saat kadar sta-

bil kalabilirler. Ancak örnek plazmalar›n›n bir

an önce ayr›lmas› gerekmektedir. Kan hücre-
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Tablo 1.  Hcy ölçümlerinde kullan›lan Chromosystems kitleri ve Drew DS30 sisteminin özellikleri.

HPLC Kitleri Drew DS30 Sistemi

Numune hacmi 100 µL 200 µL

Ön haz›rl›k süresi 25 dak 75 dak

Bir numunenin cihazda de¤erlendirme süresi 4-5 dak 11-12 dak

Hcy için ölçüm aral›¤› 1.6-200 µmol/L 2.8-100 µmol/L

Cihaza yüklenebilen numune say›s› 100 adet 30 adet

lerinden ayr›ld ›ktan sonra plazma total Hcy

düzeyi oda ›s›s›nda 4 gün, 2-8 °C’de birkaç

hafta, -20 °C’de ise birkaç y›l stabil kal›r (18).

Çal›flma için 76 kad›n (yafl ortalamas› 38,

yafl aral›¤› 24-52 y›l) ve 58 erkek (yafl orta-

lamas› 41, yafl aral›¤› 25-57 y›l) toplam 134

gönüllüden 12 saatlik açl›k sonras›nda EDTA’l›

kan örnekleri al›nd›. Buzlu kap içerisinde

laboratuvara ulaflt›r›lan kan örneklerinin

plazmalar› 20 dakika içerisinde ayr›ld›ktan

sonra, çal›flma gününe kadar -20 °C’de sak-

land›. Örnek matriksinde gözlenen genel prob-

lem nedeniyle plazma örneklerinin çözündük-

ten sonra homojen olmayabilece¤i göz önüne

al›narak, tüm numuneler iyice kar›flt›r›ld›k-

tan sonra analiz ifllemine al›nd›. 

Chromsystems kitleri ve Drew DS30 sistem-

lerinde ölçümü yap›lan Hcy için yöntemin

performans› ile iliflkili özellikler do¤ruluk,

kesinlik, geri kazan›m, ölçümler aras› tekrar-

lanabilirlik, ölçüm limitleri ve linearite de¤er-

lendirildi.

BULGULAR

Ayn› örnekte ölçümün 5 kez tekrarlanmas›

ile Drew DS30 Sisteminde tekrarlanabilirlik

%2.1, Chromsystems kitleri ile HPLC’de %1.6

olarak bulundu (p=0.043). Ölçümler aras›

do¤ruluk üç ayr› konsantrasyonda (düflük: 5

µmol/L, orta: 12.5 µmol/L ve yüksek: 24.8

µmol/L) QC plazma havuzlar› haz›rlanarak

de¤erlendirildi. Ölçümler aras› do¤ruluk için

iki ayr› sistem için 10 ayr› günde 10’ar ölçüm

yap›ld›. Standart sapma Drew DS30 ve Chrom-

systems kitleri ile HPLC için düflük konsant-

rasyonda s›ras›yla %4.9 ve %4.0, median kon-

santrasyonda %5.2 ve %4.2, yüksek konsant-

rasyonda ise %5.8 ve %4.2 olarak bulundu.

Geri kazan›m ölçümleri için 6 plazma örne-

¤ine 5 ve 15 µmol/L L-homosistin eklenerek

her iki sistemde ölçüm yap›ld›. Ortalama

geri kazan›m Drew DS30 için 101.8 ± 2.3%,

HPLC için 98.9 ± 1.4 % olarak bulundu. Drew

DS30 ve HPLC sistemlerinin ölçüm yapabil-

di¤i en düflük Hcy konsantrasyonu s›ras›yla

2.8 µmol/L ve 1.6 µmol/L olarak kaydedildi.

Her iki sistemde ölçülen Hcy düzeyleri ara-

s›nda iyi bir korelasyon bulundu (r= 0.948,

fiekil 1).

Bland-Altman analizi, Drew DS30 sisteminin

HPLC‘ye göre Hcy düzeylerini ortalama 0.36

birim daha düflük ölçtü¤ünü gösterdi. %95

uyum s›n›rlar› -7.6 ve 6.9 olarak bulundu.

(fiekil 2, Tablo 2)

Chromsystem kitleri ile HPLC’deki linearite

s›n›r› 200 µmol/L, Drew DS30 sisteminde

ise 100 µmol/L olarak de¤erlendirildi.

fiekil 1.  Drew DS30 sistemi ve HPLC kitleri ile yap›lan

Hcy ölçümlerinin korelasyon grafi¤i.

Özdem S. ve ark.
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Tablo 2.  Bland-Altman analizinde iki yöntemle elde edilen ölçüm sonuçlar› aras›ndaki farklar›n ortalamas›, standard

sapma (SD) ve uyum s›n›rlar›.

n Farklar›n ortalamas› SD Uyum s›n›rlar›

(farklar›n ortalamas› ± 1.96 SD)

Drew DS30- Chromsystem HPLC 132 -0.36 3.7 -7.6 ve 6.9

TARTIfiMA

Hcy’in aterosklerotik hastal›klarda ba¤›ms›z

bir risk faktörü oldu¤unun anlafl›lmas›yla bir-

likte plazma total Hcy ölçümü klinik biyo-

kimyan›n önemli bir tan› testi durumuna

gelmifltir. 

Rutin klinik laboratuvarlarda kullan›lan ölçüm-

lerin fiyat olarak uygun, h›zl›, do¤ru ve kolay

uygulanabilir olmas› gerekir. Reaktiflerinin

uzun süre stabil kalmas› bir di¤er istenen

özelliktir. Analitik ölçüm aral›¤›n›n›n genel

populasyonun %0.5-99.5’ini kapsayacak fle-

kilde genifl olmas› gerekir. Düflük kesinlik

özelli¤inin özellikle küçük popülasyonlu ça-

l›flmalarda ve total Hcy düzeylerinde ufak

farklar olmas› durumunda önemli oldu¤u bil-

dirilmifltir. Yukar›da belirtilen koflullar› tam

olarak sa¤layabilen immünassay sistemi he-

nüz yok denilebilir. Oldukça karmafl›k ve özel

flartlar gerektirse de Hcy ölçümü yapabilen

ço¤u yöntemde HPLC kullan›lmaktad›r.

1980’lar›n ortalar›nda Hcy metodlar›n›n ge-

liflmesi ile birlikte birden çok anstabil Hcy

türlerinin oldu¤unun anlafl›lmas›, mevcut

tüm ölçüm sistemleri için bir sorun olufltur-

maya bafllad›. Bu nedenle öncelikle örnek-

lerdeki Hcy’lerin indirgenmifl flekillerine dö-

nüflmesi tüm ölçümlerde ilk basamak oldu.

Bu indirgenme basama¤›nda dithiothreitol,

dithioerythritol, mercaptoethanol sodyum veya

potasyum borohydride veya tri-n-butylpho-

sphine (TBP), tris (2-carboxyethyl) phospine

(TCEP) gibi sülfidril reaktifleri kullan›ld›. Bizim

inceledi¤imiz iki sistemde de indirgenme

basama¤› için tris (2-carboxyethyl) phosphine

(TCEP) kullan›lmaktad›r. Bu madde ile ya-

p›lan indirgenme iflleminin özellikle tri-n-

butylphosphin’e göre üstünlükleri oldu¤u

bildirilmifltir (19).

Tokluk Hcy düzeyleri çok de¤iflken sonuçlar

verebildi¤i için Hcy düzeyleri açl›k durumun-

da ölçülmelidir. Normal açl›k plazma Hcy

düzeyi 5-15 mmol/L’dir; 16-30 mmol/L hafif,

31-100 mmol/L orta, >100 mmol/L ise yüksek

Hcy’emi düzeylerini temsil etmektedir (20).

Bu çal›flmada 25 µmol/L ‘ün alt›nda her iki

yöntem aras›nda iyi bir korelasyon ve olduk-

ça küçük bir tarafl›l›k oldu¤u belirlenmifltir.

Dolay›s›yla Hcy ölçümü için her iki yöntem de

önerilebilir. Ancak genel toplumun 5%’ini

hiperhomosisteinemik kifliler oluflturmakta-

d›r. Bu kiflilerin %13-47’sinde semptomatik

aterosklerotik vasküler hastal›k tespit edil-

mifltir (21). Hiperhomosisteinemi olgular›n-

da plazma total Hcy düzeyleri 250 µmol/L

dolaylar›nda olabilmektedir (22). Bu tip olgu-

larda Drew DS30 sisteminde tekrar dilüsyon

nedeniyle hem zaman ve numune kayb› hem

de maliyet artmas› gibi durumlar oluflabile-

ce¤i için ve ayr›ca yüksek konsantrasyon-

larda linearite s›n›r›n›n daha genifl olmas›

nedeniyle HPLC kitleri tercih edilebilir. 

Ayr›ca Chromsystems kitleri kullan›larak Hcy

ölçümü yap›ld›¤›nda numunenin haz›rlanma-

s› aflamas› daha k›sa sürede yap›lmakta (25

dakika) ve her bir numunenin raporlanmas›

4-5 dakikada sonuçlanmaktad›r. Drew DS30

sisteminde ise numunenin haz›rlanmas› için

fiekil 2.  Drew DS30 sistemi ve Chromsystems HPLC kitlerinin

Bland-Altman Analizi ile de¤erlendirilmesi.
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75 dakika gerekmekte ve her bir numu-

nenin raporlanmas› 11-12 dakika sürmekte-

dir. Chromsystems kitlerinin bir di¤er avan-

taj› da 100 haz›r örne¤in cihaza ayn› anda

yüklenebilmesidir (di¤er sistemde 30 numu-

ne). Bu durum özellikle yo¤un bir flekilde

çal›flan laboratuvarlar için önemli bir tercih

nedeni olabilir. 

Sonuç olarak Hcy ölçümünde Chromsystems

HPLC kitleri DS30 sistemi ile karfl›laflt›r›ld›-

¤›nda, zaman tasarrufu, daha az numune

kullan›lmas› ve daha kolay uygulanabilir ol-

mas›, yüksek linearite gibi avantajlara sahip-

tir. Ancak her klinik laboratuvarda HPLC

sistemi olmayabilir veya laboratuvar›n fiziki

koflullar› daha kompakt bir cihaz gerektire-

bilir. Numune say›s›n›n az oldu¤u ve yüksek

Hcy düzeylerinde seyreltme yapman›n geti-

rece¤i ek maliyetin ve zaman›n sorun olufl-

turmayaca¤› laboratuvarlarda DS30 sistemi

Hcy ölçümü için iyi bir alternatif gibi görün-

mektedir.
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