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Hitachi 911 Klinik Kimya Analizoriine
Uyarlanan Metod Ille Serum Stilfidril
Gruplannin Otomatize Tayini

Automatized Determination of Serum
Sulfhydryl Groups by a Method Adapted to
Hitachi 911 Clinical Chemistry Analyzer
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OZET

Biyolojik tiyoller, hiicreyi oksidan strese karsi koruyan en énemli antioksidan defans mekanizmalarindan
birisidir. Biyolojik materyallerde 6lgtimleri farkli spektrofotometrik yontemlerle yapilmaktadir. Bu calismada,
siklikla kullanilan spektrofotometrik yontemlerden bir tanesi Hitachi 911 Klinik Kimya Analizoriine
uyarlanmistir. Metodun dogruluk, kesinlik ve tekrarlanabilirlik calismalan gerceklestirilmistir. inter-assay
kesinlik %1.8-2.6 (n=15) bulunurken, intra-assay degerler %1.4-1.9 (n=15) arasinda bulunmustur.
Elde edilen geri kazanim degerleri %94.6-97.5 arasinda olmustur. Metod 9000 nmmol/L’ye kadar lineer
bulunmustur. Otomatize metodun spektrofotometrik metod ile iyi korele oldugu goézlenmis ve
regresyon denklemi y=0.817x+58.75 (r2=0.95) olarak bulunmustur. Saghkli géniillillerde total siilfidril
seviyeleri 606-757 mmol/L arasinda Olgiilmiuistur. Bu yontem tam otomatizedir ve 6lcim 5 dakikada
gerceklesmektedir. Zaman kazandiricl ve tekrarlanabilirliginin olmasi, fazla sayida numunelerin kisa
stirede calisilmasini saglayacaktir ve farkli patolojilerin izleminde yardimci olacaktir.

Anahtar Sozciikler:  Silfidril, otomasyon, kesinlik, linearite, geri kazanim

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 umol/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 umol/L. This assay is fully automated and assay time is 5 min. As it is time-savig
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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GIRiS

Biyolojik tiyoller veya sulfidril (SH) gruplarn
hticreyi oksidan strese Karsi korumaktadir.
Plazma SH gruplan proteinler ile iliskilidir (1).
Plazma SH gruplan oksidan hasara yatkin
olup plazma seviyeleri; koroner arter hastalik-
lar1, Romatoid Artrit (RA), iskemi-reperflizym
hasan gibi bir¢ok patolojide diisiik bulun-
maktadir (2-4). SH gruplarinin tayini genelde
spektrofotometrik ydntemlerle yapilmakta
olup reaktif olarak 2,2-ditiyobisnitrobenzoik
asit (DTNB) kullanilmaktadir ve modifiye
edilmis farkli metodlar belirtilmistir (1). Bu
calismada Koster ve ark. (5) tarafindan tanim-
lanan spektrofotometrik metod, Hitachi 911

Klinik Kimya Analizériine (Roche Diognostics)
uyarlanmistir.

GEREC VE YONTEM

Kimyasal malzemeler Sigma (Deisenhofen,
Germany) veya Merck (Darmstadt, Germany)
firmasindan satin alinnmistir.

Bu ¢alismada Hitachi 911 Klinik Kimya Analizorii
su sekilde kullanilmugtir. 10 n. numune, 350 nb
Reaktif 1 (potasyum fosfat tamponu, 0.1 M,
pH=7.4) ve 50 nL Reaktif 2 (DTNB soluisyonu, 2
mM, %1 sodyum sitrat i¢erisinde hazirlanmistir)
ile 5 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. inkii-
basyon bitiminde 415 nm’de 2 noktah 6l¢giim
gerceKlestirilmistir. Distile su icerisinde ¢oziilen
redukte glutatyon (GSH) kullanilarak, lineer kalib-
rasyon metodu uygulanmustir.

Koster ve ark tarif ettidi spektrofotometrik metod
ise sdyledir: 100 nL numune, 1500 nk. potasyun
fosfat tamponu (pH=7.4, 0.1 M) ile kanstinld.
400 nL DTNB soliisyonu (2 mM) ile kanstiril-
diktan hemen sonra 5 dakika 37°C’de inklbe
edildi. Numunelerin absorbanslart Shimada
UV-1601 spektrofotometresi Kullanilarak 412
nm’de reaktif koriine Kkarsi belirlendi. Ekstinksi-
yon Katsayisi, €,,= 13600M 'em™! kullanilargk
Konsantrasyonlar tayin edildi ve sonuclar mmol L
olarak verildi.

BULGULAR

Linearite, 10000 mM GSH solusyonunun seri
diliisyonundan elde edilen numuneler ile

belirlenmistir. Yontemin 10mmol/L SH seviye
lerine kadar hassas oldugu ve linearitesinin
9000 nmol/L’ye kadar oldugu tespit edilmis-
tir (Grafik 1). inter—assay Kesinlik 15 farkl
gunde farkh kalibrasyonlar ile numunelerin
olciilmesiyle gerceklestirilmistir. Sonuglar
Tablo I'de gorillmektedir. intra-assay kesin-
lik ise; ayn1 anda 15 kez Sl¢iilen ayn1t numu-
neden elde edilmistir. Sonucglar Tablo II'de
goruilmektedir. Geri kazanim sonugclarn Tablc
IlI'te belirtilmistir.
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Grafik 1. SH yontemi linearitesi.

Tablo I. inter-assay kesinlik.

Ortalama sonug¢

(mmol/L) 520 880
CV (%) % 1.8 % 2.6
S.D. 9.6 22.8

n 15 15

Tablo II. intra-assay kesinlik.

Ortalama sonug

(mmol/L) 316 858
CV (%) % 1.9 % 1.4
S.D. 6.1 11.9

n 15 15

Tablo IlI. Geri kazanim sonuglari.

Beklenen SH Olgiilen SH Geri kazanim
Konsantrasyonu Konsantrasyonu (%)
(mmol/L) (mmol/L)
570 567 96.8 %
951 925 94.6 %
2076 2033 97.5 %
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TARTISMA

Ekstraseluler sivilar,antioksidan enzimlerde
yoksun olsalar bile oksidan hasari engelleye
cek C vitamini, E vitamini, urik asit ve pro-
tein SH gruplan gibi bir¢cok molekiil icermek
tedirler (6). Total SH gruplarinin serumda
belirlenmesi, total antioksidan statiistiin bir
bélumiiniin gostergesi olabilir. Patogenez-
lerinde oksidan stresin 6nemli rol oynadidi
bircok hastalikta farkli SH seviyeleri bulun-
mustur (2-4,7).

Otomatize klinik kimya analizorlerinin bir
hastaligin tanisi ve izleminde Kullanilan bir
testin 6l¢ctimiinde Kullanilmasi; hiz, zaman
kazanimi, tekrarlanabilirlik ve dogruluk aci-
sindan 6nemlidir. Kullandigimiz bu ydntem
tam otomatize olup 6lcim zamani 5 dakika-
dir. Bu 6lciim yontemi ile 10 nmol/L ye kada
dusiik olan SH konsantrasyonlarn bile belirlen-
mistir. Yontemin linearitesi 9000 mmol/L'ye
Kadar belirlenmistir. Kesinlik degerleri kabul
edilebilir aralikta olup %]1.4-2.6 arasinda
bulunmustur. Otomatize metodun spektro-
fotometrik metod ile iyi korele oldugu goz-
lenmis ve regresyon denklemi y=0.817x+
58.75 2=0.95) olarak bulunmustur (Grafik 2).

100 saglikli génulliilde (30-45 yas arasi) orta
lama serum total SH seviyeleri 670.07+56.23
mmol/L (606-757 mmol/L arasi) bulunmustur.
Daha 6nce yapilan bir calismada plazmatotal
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Grafik 2. Hitachi 911 6lgiim yonteminin spektro-
fotometrik yontem ile karsilastiriimasi.

Sdilfidril Gruplarinin Otomatize Tayini

SH seviyeleri 400-600mmol/L bulunmus olup
sonuclarimiz bu bulgular ile uyumludu r (3).
Tablo IV'ten de gorulebilecedi gibi bazi hasta-
liklarda serum total SH seviyeleri kontrolle-
re gore daha dusuk bulunmustur. Diabetes
Mellitus’ta belirlenen diisuk SH seviyeleri daha
onceki bazi yaymlarda da gosterilmistir (8,
9). Ayrica diisiik SH seviyeleri, kronik bébrek
yetmezlikli ve hemodiyaliz hastalarinda da
rapor edilmistir (10). Sonuclarimiz literatur-
de bulunan bu calismalar ile uyumludur.
Ayrica RA, osteoartrit, poliarterit ve gut gibi
bag dokusu hastaliklarinda da SH seviyeleri
dusuk bulunmustur (11). Farkl tiroid hasta-
Iiklarinin SH gruplan Uzerine etkisi de ince-
lenmistir (12,13).

Tablo IV. Serum SH seviyelerinin saghkli gonulliulerde
(Kontrol) ve bazi hastaliklarda elde edilen

degerleri (Sonuclar ortalama+SD olarak
verilmisgtir).
Serum SH
(mMmol/L)

Ko ntrol 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 karsilastinldiginda)

Oksidan stresin ve antioksidan defans meka
nizmalarinin farkli hastaliklardaki rolleri bilin-
mektedir. SH gruplarinin Sl¢umiiniin rutin
analizlere eklenmesi, kismi dahi olsa bu
defans mekanizmalari hakkinda bilgi edin-
memizi saglayabilir. Bu 6l¢iim yontemi hizli,
zaman kazandirici ve tekrarlanabilir oldugun
dan, fazla sayidaki numunelerde SH gruplart
nin tayini Kisa stirede olacak ve farkl pato-
lojilerin tani ve izleminde yardimci olacaktix
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