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ÖZET

Biyolojik tiyoller, hücreyi oksidan strese karfl› koruyan en önemli antioksidan defans mekanizmalar›ndan

birisidir. Biyolojik materyallerde ölçümleri farkl› spektrofotometrik yöntemlerle yap›lmaktad›r. Bu çal›flmada,

s›kl›kla kullan›lan spektrofotometrik yöntemlerden bir tanesi Hitachi 911 Klinik Kimya Analizörüne

uyarlanm›flt›r. Metodun do¤ruluk, kesinlik ve tekrarlanabilirlik çal›flmalar› gerçeklefltirilmifltir. ‹nter-assay
kesinlik %1.8-2.6 (n=15) bulunurken, intra-assay de¤erler %1.4-1.9 (n=15) aras›nda bulunmufltur.

Elde edilen geri kazan›m de¤erleri %94.6-97.5 aras›nda olmufltur. Metod 9000 µmol/L’ye kadar lineer

bulunmufltur. Otomatize metodun spektrofotometrik metod ile iyi korele oldu¤u gözlenmifl ve
regresyon denklemi y=0.817x+58.75 (r2=0.95) olarak bulunmufltur. Sa¤l›kl› gönüllülerde total sülfidril

seviyeleri 606-757 µmol/L aras›nda ölçülmüfltür. Bu yöntem tam otomatizedir ve ölçüm 5 dakikada

gerçekleflmektedir. Zaman kazand›r›c› ve tekrarlanabilirli¤inin olmas›, fazla say›da numunelerin k›sa

sürede çal›fl›lmas›n› sa¤layacakt›r ve farkl› patolojilerin izleminde yard›mc› olacakt›r.

Anahtar Sözcükler:  Sülfidril, otomasyon, kesinlik, linearite, geri kazan›m

ABSTRACT

Biological thiols are one of the most important anti-oxidant defense mechanism in protecting cells

against oxidative stress. Their determination in biological materials is carried out mainly by different

spectrophotometric assays. In this study; one of the commonly used spectrophotometric assay was
adapted to Hitachi 911 Clinical Chemistry Analyzer. Precision and accuracy studies were performed.

Inter-assay precision was between 1.8-2.6% (n=15) while intra-assay precision was found to be between

1.4-1.9% (n=15). The obtained recoveries were between 94.6-97.5%. The linearity of the assay was up

to 9000 mol/L. The automatized assay correlates well to spectrophotometric assay and gave regression
equation of y=0.817x+58.75 (r 2=0.95). In healthy volunteers, total sulfhydryl levels were found to be

ranging from 606-757 mol/L. This assay is fully automated and assay time is 5 min. As it is time-saving

and reproducible, large number of samples could be processed and this assay could aid the follow up

of different pathologic conditions.
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belirlenmifltir. Yöntemin 10 µmol/L SH seviye-

lerine kadar hassas oldu¤u ve linearitesinin

9000 µmol/L’ye kadar oldu¤u tespit edilmifl-

tir (Grafik 1). ‹nter-assay kesinlik 15 farkl›

günde farkl› kalibrasyonlar ile numunelerin

ölçülmesiyle gerçeklefltirilmifltir. Sonuçlar

Tablo I’de görülmektedir. ‹ntra-assay kesin-

lik ise; ayn› anda 15 kez ölçülen ayn› numu-

neden elde edilmifltir. Sonuçlar Tablo II’de

görülmektedir. Geri kazan›m sonuçlar› Tablo

III’te belirtilmifltir.
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 Grafik 1.  SH yöntemi linearitesi.

G‹R‹fi

Biyolojik tiyoller veya sülfidril (SH) gruplar›

hücreyi oksidan strese karfl› korumaktad›r.

Plazma SH gruplar› proteinler ile iliflkilidir (1).

Plazma SH gruplar› oksidan hasara yatk›n

olup plazma seviyeleri; koroner arter hastal›k-

lar›, Romatoid Artrit (RA), iskemi-reperfüzyon

hasar› gibi birçok patolojide düflük bulun-

maktad›r (2-4). SH gruplar›n›n tayini genelde

spektrofotometrik yöntemlerle yap›lmakta

olup reaktif olarak 2,2-ditiyobisnitrobenzoik

asit (DTNB) kullan›lmaktad›r ve modifiye

edilmifl farkl› metodlar belirtilmifltir (1). Bu

çal›flmada Koster ve ark. (5) taraf›ndan tan›m-

lanan spektrofotometrik metod, Hitachi 911

Klinik Kimya Analizörüne (Roche Diognostics)

uyarlanm›flt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Kimyasal malzemeler Sigma (Deisenhofen,

Germany) veya Merck (Darmstadt, Germany)

firmas›ndan sat›n al›nm›flt›r.

Bu çal›flmada Hitachi 911 Klinik Kimya Analizörü

flu flekilde kullan›lm›flt›r. 10 µL numune, 350 µL
Reaktif 1 (potasyum fosfat tamponu, 0.1 M ,

pH=7.4) ve 50 µL Reaktif 2 (DTNB solüsyonu, 2

mM, %1 sodyum sitrat içerisinde haz›rlanm›flt›r)

ile 5 dakika 37°C’de inkübe edilmifltir. ‹nkü-

basyon bitiminde 415 nm’de 2 noktal› ölçüm

gerçeklefltirilmifltir. Distile su içerisinde çözülen

redükte glutatyon (GSH) kullan›larak, lineer kalib-

rasyon metodu uygulanm›flt›r.

Koster ve ark tarif etti¤i spektrofotometrik metod

ise flöyledir: 100 µL numune, 1500 µL potasyum

fosfat tamponu (pH=7.4, 0.1 M) ile kar›flt›r›ld›.

400 µL DTNB solüsyonu (2 mM) ile kar›flt›r›l-

d›ktan hemen sonra 5 dakika 37°C’de inkübe

edildi. Numunelerin absorbanslar› Shimadzu

UV-1601 spektrofotometresi kullan›larak 412

nm’de reaktif körüne karfl› belirlendi. Ekstinksi-

yon katsay›s›, εmax= 13600 M-1cm-1 kullan›larak

konsantrasyonlar tayin edildi ve sonuçlar µmol/L

olarak verildi.

BULGULAR

Linearite, 10000 µM GSH solüsyonunun seri

dilüsyonundan elde edilen numuneler ile 

Serteser M. ve ark.

Tablo I.  ‹nter-assay kesinlik.

Ortalama sonuç

(µmol/L) 520 880

CV (%) % 1.8 % 2.6

S.D. 9.6 22.8

n 15 15

Tablo II.  ‹ntra-assay kesinlik.

Ortalama sonuç

(µmol/L) 316 858

CV (%) % 1.9 % 1.4

S.D. 6.1 11.9

n 15 15

Tablo III.  Geri kazan›m sonuçlar›.

Beklenen SH Ölçülen SH Geri kazan›m

konsantrasyonu  konsantrasyonu (%)

(µmol/L)  (µmol/L)

570 567 96.8 %

951 925 94.6 %

2076 2033 97.5 %
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TARTIfiMA

Ekstraselüler s›v›lar, antioksidan enzimlerden

yoksun olsalar bile oksidan hasar› engelleye-

cek C vitamini, E vitamini, ürik asit ve pro-

tein SH gruplar› gibi birçok molekül içermek-

tedirler (6). Total SH gruplar›n›n serumda

belirlenmesi, total antioksidan statüsün bir

bölümünün göstergesi olabilir. Patogenez-

lerinde oksidan stresin önemli rol oynad›¤›

birçok hastal›kta farkl› SH seviyeleri bulun-

mufltur (2-4,7).

Otomatize klinik kimya analizörlerinin bir

hastal›¤›n tan›s› ve izleminde kullan›lan bir

testin ölçümünde kullan›lmas›; h›z, zaman

kazan›m›, tekrarlanabilirlik ve do¤ruluk aç›-

s›ndan önemlidir. Kulland›¤›m›z bu yöntem

tam otomatize olup ölçüm zaman› 5 dakika-

d›r. Bu ölçüm yöntemi ile 10 µmol/L ye kadar

düflük olan SH konsantrasyonlar› bile belirlen-

mifltir. Yöntemin linearitesi 9000  µmol/L’ye

kadar belirlenmifltir. Kesinlik de¤erleri kabul

edilebilir aral›kta olup %1.4-2.6 aras›nda

bulunmufltur. Otomatize metodun spektro-

fotometrik metod ile iyi korele oldu¤u göz-

lenmifl ve regresyon denklemi y=0.817x+

58.75 (r2=0.95) olarak bulunmufltur (Grafik 2).

100 sa¤l›kl› gönüllüde (30-45 yafl aras›) orta-

lama serum total SH seviyeleri 670.07±56.23

µmol/L (606-757 µmol/L aras›) bulunmufltur.

Daha önce yap›lan bir çal›flmada plazma total

SH seviyeleri 400-600 µmol/L bulunmufl olup

sonuçlar›m›z bu bulgular ile uyumludu r (3).

Tablo IV’ten de görülebilece¤i gibi baz› hasta-

l›klarda serum total SH seviyeleri kontrolle-

re göre daha düflük bulunmufltur. Diabetes

Mellitus’ta belirlenen düflük SH seviyeleri daha

önceki baz› yay›nlarda da gösterilmifltir (8,

9). Ayr›ca düflük SH seviyeleri, kronik böbrek

yetmezlikli ve hemodiyaliz hastalar›nda da

rapor edilmifltir (10). Sonuçlar›m›z literatür-

de bulunan bu çal›flmalar ile uyumludur.

Ayr›ca RA, osteoartrit, poliarterit ve gut gibi

ba¤ dokusu hastal›klar›nda da SH seviyeleri

düflük bulunmufltur (11). Farkl› tiroid hasta-

l›klar›n›n SH gruplar› üzerine etkisi de ince-

lenmifltir (12,13).

Tablo IV.  Serum SH seviyelerinin sa¤l›kl› gönüllülerde

(Kontrol) ve baz› hastal›klarda elde edilen

de¤erleri (Sonuçlar ortalama±SD olarak

verilmifltir).

Serum SH
(µmol/L)

Kontrol 670.07±56.23

(n=100)

Diabetes Mellitus 585.06±56.51*

(n=20)

Hipertiroidizm 516.33±45.26*

(n=25)

Hipotiroidizm 480.22±28.59*

(n=20)

RA 396.26±42.33*

(n=29)

Hemodiyaliz 402.50±67.49*

(n=30)

*P<0.001 (Kontroller ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda)

Oksidan stresin ve antioksidan defans meka-

nizmalar›n›n farkl› hastal›klardaki rolleri bilin-

mektedir. SH gruplar›n›n ölçümünün rutin

analizlere eklenmesi, k›smi dahi olsa bu

defans mekanizmalar› hakk›nda bilgi edin-

memizi sa¤layabilir. Bu ölçüm yöntemi h›zl›,

zaman kazand›r›c› ve tekrarlanabilir oldu¤un-

dan, fazla say›daki numunelerde SH gruplar›-

n›n tayini k›sa sürede olacak ve farkl› pato-

lojilerin tan› ve izleminde yard›mc› olacakt›r.

Sülfidril Gruplar›n›n Otomatize Tayini

y = 0.8176 + 58.754

R
2

 = 0.9541

Spektrofotometrik yöntem ( mol/L)

 Grafik 2.  Hitachi 911 ölçüm yönteminin spektro-

fotometrik yöntem ile karfl›laflt›r›lmas›. 
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