Tiirk Klinik Biyokimya Derg 2005; 3(2): 45-50 Aragtirma

Klinik Laboratuvarlarda Homosistein
Olciimiinde Kullanilan Iki Farkh Yontemin
Performans Degerlendinmesi

The Performance Evaluation of Two Different
Homocysteine Measurement Methods Used in
Clinical Laboratories

Sebahat Ozdem* S. Halide Akbas* Meral Giiltekin* *

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari, Antalya
*Biyokimya ve Klinik Biyokimya Unitesi , **Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Unitesi

OzZET

Amacg: Metionin metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan homosisteinin (Hcy) son yillarda bircok hastalidgin
etyopatogenezinde rol oynadidi ileri siiriilmiistiir. Ozellikle serebrovaskiiler ve koroner arter hastaliklan ile
iliskili bagimsiz bir risk faktorii oldugunun ortaya konmasi plazma Hcy Olgiimlerine olan ilgiyi arttirmistir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada HP1100 cihazinda Chromsystems Kitleri ve Drew DS30 sistemi
Kullanilarak plazma Hcy diizeyleri 6lcuildui ve iki sistemin klinik kimya laboratuvarlarinda Hcy ol¢timleri
acisindan analitik performanslari incelendi.

Bulgular: Drew DS30 sistemi ve Chromsystems Kitleri ile HPLC’de tekrarlanabilirlik sirasiyla %2.1 ve 1.6
olarak bulundu (p=0.043). Ol¢iimler arasi dogruluk iic ayrn Hcy konsantrasyonunda degerlendirildiginde
standart sapmalar Drew DS30 ve Chromsystems Kitleri ile HPLC icin sirasiyla diusuk (5 pmol/L)
konsantrasyonda %4.9 ve 4.0, orta (12.5 pmol/L) Konsantrasyonda %5.2 ve 4.2 ve yiiksek (24.8
pmol/L) Konsantrasyonda %5.8 ve 4.2 olarak bulundu. Ortalama geri kazanimin Drew DS30 icin
%101.8 + 2.3, HPLC icin %98.9 = 1.4 oldugu saptandi. Drew DS30 ve HPLC sistemlerinin Ol¢iim yapabildigi
en dusuk Hcy konsantrasyonlan sirasiyla 2.8 ve 1.6 pmol/L olarak kaydedildi. Her iki sistemle Ol¢tilen
Hcy dizeyleri arasinda iyi bir korelasyon bulundu (r= 0.948). Linearite sinirlart Drew DS30 sistemi ve
Chromsystem Kkitleri ile HPLC’de sirasiyla 100 ve 200 pmol/L olarak bulundu.

Tartisma: Hiperhomosisteinemisi oldugu dustiniilen gruplarla yapilacak ¢alismalarin yani sira numune
miktarlarinin az, hasta sayisinin ytiksek ve calisma zamaninin Kisith oldugu laboratuvarlarda plazma
homosistein 6l¢iimlerinde Chromsystems HPLC Kitlerinin kullaniminin daha yararh olabilecegi, yukarida
belirtilen kisitlamalarin olmadigi laboratuvarlarda ise Chromsystems Kkitleri yaninda yakin performansta
olan DS30 sisteminin de kullanilabilecegi gortildii.

Anahtar Sézciikler: Homosistein, Chromsystems, HPLC, DS30, Ol¢iim yoéntemleri

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 pmol/L), 5.2 and 4.2% for moderate (12.5
pmol/L) and 5.8 and 4.2% for high (24.8 pmol/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 pmol/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 pmol/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.
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GiRiS

Homosistein (Hcy) methioninden kéken alan
ve sulflir iceren esansiyel bir amino asittir.
icerdigi serbest silfidril (thiol) grubu ile
cesitli disulfid formlarina kolaylikla okside
olabilir (1,2). Plazmada Hcy’in biliyuk bir kismi
(>%80) disulfid baglan ile proteinlere bagh
olarak bulunur. Bunun bir kismi simetrik
disiilfid Hcy, diger bir kismi karma disulfid
Hcy-sistein, %?2’den daha az bir kismi ise
serbest tiyol seklindedir (1,2). Hcy diyetle
alinan metioninin metabolizmasi sirasinda
ortaya cikar. Hcy metabolizmasinda sista-
tionin b-sentaz veya termolabil metilentetra-
hidrofolat rediiktaz enzimleri yanisira B12,
B6 ve Folik asit gibi vitaminler de kofaktor
olarak gorev alir (3). S6z konusu vitaminler
ile serum Hcy diizeyleri arasinda ters bir
iliski gosterilmistir (4,5). Hcy, folat ve vitamin
B12 eksikliginin duyarli bir gdstergesidir (4,5).
Hcy duzeylerindeki artis, dogum defektleri,
hamilelik komplikasyonlari, psikiyatrik bozuk-
luklar ve yaslhlarda bilissel yetersizlik gibi
durumlarla iliskilidir (6-9).

Serebrovaskiiler ve koroner arter hastaliklar
gelismis batil tlilkelerde en 6nemli 6l1im ne-
denleridir. Hcy dtizeylerindeki artisin kardio-
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vaskiiler, serebrovaskiiler ve periferik vaskii
ler hastaliklarla iliskili bagimsiz bir risk fak-
toril olarak tanimlanmasi ile Hcy’e olan ilgi
olduk¢ca artmistir. Kalitsal hiperhomosistei-
nemide gozlenen aterosklerotik ve trombo-
tik komplikasyonlarin nedeninin Hcy oldugu
ilk olarak McCully tarafindan ortaya atilmis-
tir (10). Ardindan, 1976°’da Wilcken, hiper:
homosisteinemiyi bir vaskiiler hastalik risk
faktora olarak tanimlamistir (11). Epidemi-
yolojik calismalarda, toplumun %9-15’inde
orta derecede hiperhomosisteinemi (plazma
Hcy diizeyi >16 pmol/L) oldugu ve hiperho-
mosisteineminin diger risk faktorlerinin etki-
lerinden badimsiz bir sekilde periferik vaski
ler, serebrovaskiler ve koroner arter hasta-
ha ile iliskili oldugu gosterilmistir (12-14).
Yirmiyedi ¢calismanin meta analizi sonucunda,
dolagimdaki total Hcy diizeyinde 5 pmol/L’lik
bir artisin koroner kalp hastahd@mni 1.7 kat,
serebrovaskiller hastald1 ise 1.5 kat arttir-
digi gosterilmistir (13,15). Dolayisi ile total
Hcy o6lcumu Klinik biyokimya laboratuvar-
larinin 6nemli parametrelerinden biri haline
gelmis, kolay ve otomatik sekilde Hcy oOl¢ii
mu yapabilecek teknikler aranmaya baslan-
mistir.
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Total Hcy olcimleri ilk olarak amino asid
analizdrlerinde, ninhidrinin kKullanildigi duyar-
Iih@r dustik yontemlerle baslamistir. Total Hcy
diizeyinin Klinik 6neminin anlasilmasiyla
birlikte, 1980’lerin ortasindan baslayarak
Hcy arastirmalan icin yeni bir ¢cag acilmistir.
1990’lann ikinci yarisinda ise immiin yén-
temler gelistirilmis, bu sekilde Hcy oOl¢ciim-
leri arastirma araci olmaktan c¢ikip yaygin
bir sekilde kullanilan klinik kimyasal testler
haline gelmistir. Bu gelismelere paralel ola-
rak hem rutin tan1 hem de arastirma acgisin-
dan bu alana olan ilgi belirgin bir sekilde
artmustir (16,17).

Her ne kadar bu kromatografik yontemler
goreceli olarak karmasik ve oldukc¢a 6zel
cihazlar gerektiriyorlarsa da, plazma total
Hcy oOlcim yodntemlerinin ¢cogunda yuksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC) kul-
lanilmaktadir. Olduk¢ca karmasik olmalari
ve pahali cihazlarin Kkullanilmasi gerektigi
icin bu yontemler rutin klinik kimya labo-
ratuvarlarinda genellikle bulunmamaktadir.
Hcy Ol¢timi icin bilinen birka¢ tam otoma-
tik kromatografik metod mevcuttur. Bu ¢alis-
mada total Hcy diizeyleri HP1100 cihazinda
Chromsystems Kitleri ve Drew DS30 sistemi
Kullanilarak oOlcilmus ve bu iki sistemin
Klinik Kimya laboratuvarlarinda Hcy 6l¢im-
leri acisindan avantaj ve dezavantajlan ince-
lenmistir.

GEREC VE YONTEM
Cihazlar ve Kullanimlari:

Chromsystems Kitleri Hewlett Packard 1100
isokratik pompasi, HP 1100 floresan dedek-
torliit kromatografik parga iceren HPLC ciha-
zinda degderlendirildi. Bu Kitlerde modifiye
silikondioksid Kkartilaj iceren 4.6X125 mm
ters faz kolunu (Munchen, Germany) bulun-

maktadir. Hareketli fazin akis hizi 1.7 ml/
dak olarak ayarlandi. Sistemin plazma Hcy
Olciim islemi asadida ac¢iklandig: sekilde idi:
100 pL plazma, 25 pL i¢ standart ve 25 pL
indirgeyici solusyon (tris(2-carboxyethyl) pho-

sphine (TCEP)) ile kar 1stinilir ve 5 dakika oda
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1sisinda inkiibe edilir. Ardindan proteinlerin
cOkmesi icin 100 pL c¢okturiucu solusyon
(trichloroacetic acid (TCA)) eklenir. 30 saniye
vortekslenerek 9000xg’de 5-7 dakika santri-
fiij edilir. Ayn bir eppendorf icinde 100 pL
thiol’e 6zel floresan boya iceren tiirevlen-
dirici ¢ozeltiye, olusturulan siipernatandan
50 pL eklenir. 50-55 °C’de 15 dakika bek-
lenir ve cihazda ol¢iilir. Bir numunenin pik-
lerinin degerlendirilip sonuglanmasi 4-5 daki-
ka surer. Kitlerle beraber standart ile 9.64
(7.71x11.6) ve 20.9 (16.8+ 25.1) pmol/L
Hcy iceren iki ayn Kkontrol plazmasi verilen
bu sistemde 100 numuneyi ayni anda ciha-
za yluklemek miimkiin olabilmektedir.

Drew DS30 Total Hcy sistemi 5 cm boyunda
revers faz kolonu, igerisinde 5-20 pmol/L
degerinde kalibratérler ve Kkontrolleri icer-
mektedir. Gerekli plazma miktar1 200 pl’dir.
30 numune ayni anda cihaza yuklenebil-
mektedir. Gerekli plazmaya 10 pL internal
standard (IS; 2-mercaptoethylamine) eklenir.
Disulfidlerin  karismasi icin  kanstirlr.
Protein bagh tiolleri azaltmak icin 20pL tris
(2-carboxyethyl) phosphine (TCEP) eklenir.
Ardindan proteinlerin ¢6kmesini saglamak
icin trikloroasetik asid (TCA) konulur. Ust faz
alinir ve floresan tiyol spesifik boya olan ve

EDTA/borat tamponunda ¢éziilmiis ammonium
7-fluorobenze-2-oxa 1,3-diazole-4-sulfonate
(SBDF) ile turevlendirme islemi icin 60 °C’de
50 dakika beklenir. Drew DS30 HPLC siste-
minde tiyol tuirevleri ardarda ¢ikarlar ve olu-
san floresan miktan ile orantili olarak mik-
tarlan oOlculur. Bu sistemde 30 numunenin
calisilmasi 5-6 saat surer. Hcy miktarlan iki
noktali kalibrasyon egrisi kullanilarak verilir.

Tablo 1°’de her iki sistemin 6zellikleri karsi-
lastirmal olarak verilmistir.

Numune Ornekleri:

Hcy kan hiicrelerinde uretilebilmekte ve plaz-
maya salinabilmektedir. Bu salinim zamana
ve ortam 1sisina bagh olarak degisir. Buz
icerisinde EDTA’ll 6rnekler 1 saat kadar sta-
bil kalabilirler. Ancak 6rnek plazmalarinin bir
an 6nce ayrimasi gerekmektedir. Kan hucre-
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Tablo 1. Hcy Ol¢iimlerinde Kullanilan Chromosystems Kitleri ve Drew DS30 sisteminin 6zellikleri.

HPLC Kitleri Drew DS30 Sistemi
Numune hacmi 100 pL 200 pL
On hazirlik stiresi 25 dak 75 dak
Bir numunenin cihazda degerlendirme siiresi 4-5 dak 11-12 dak

Hcy icin 6l¢iim aralig

Cihaza ytliklenebilen numune sayisi

1.6-200 pmol/L
100 adet

2.8-100 pmol/L
30 adet

lerinden ayrild iktan sonra plazma total Hcy
diizeyi oda i1sisinda 4 gin, 2-8 °C’de birkag
hafta, -20 °C’de ise birkag y1l stabil kalir (18).

Calisma icin 76 kadin (yas ortalamasi 38,
yas aralid@ 24-52 yil) ve 58 erkek (yas orta-
lamasi 41, yas araidi 25-57 yil) toplam 134
gonulliiden 12 saatlik aghik sonrasinda EDTA'l1
kan Ornekleri alindi. Buzlu kap icerisinde
laboratuvara ulastirllan kan Orneklerinin
plazmalan 20 dakika icerisinde ayrildiktan
sonra, ¢calisma guntine kadar -20 °C’de sak-
landi. Ornek matriksinde gézlenen genel prob-
lem nedeniyle plazma 6rneklerinin ¢6ztindiik-
ten sonra homojen olmayabilecedi g6z 6niine
alinarak, tim numuneler iyice kanstimnldik-
tan sonra analiz islemine alind.

Chromsystems Kitleri ve Drew DS30 sistem-
lerinde Olcumil yapilan Hcy icin ydntemin
performansi ile iligkili 6zellikler dogruluk,
kesinlik, geri kazanim, Slgimler arasi tekrar-
lanabilirlik, 6l¢tim limitleri ve linearite deger-
lendirildi.

BULGULAR

Ayn1 Ornekte Olcimun 5 kez tekrarlanmasi
ile Drew DS30 Sisteminde tekrarlanabilirlik
%?2.1, Chromsystems Kitleri ile HPLC'de %1.6
olarak bulundu (p=0.043). C)lgﬁmler arasl
dogruluk ti¢ ayr1 konsantrasyonda (dusuk: 5
pmol/L, orta: 12.5 pmol/L ve yliksek: 24.8
pmol/L) QC plazma havuzlan hazirlanarak
degerlendirildi. Olgiimler arasi dogruluk icin
iki ayn sistem icin 10 ayn giinde 10’ar 6l¢iim
yapildi. Standart sapma Drew DS30 ve Chrom-
systems Kitleri ile HPLC igin dusuk konsant-

rasyonda sirasiyla %#4.9 ve %#4.0, median kon-
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santrasyonda %5.2 ve %4.2, yiiksek konsant-
rasyonda ise %5.8 ve %4.2 olarak bulundu.

Geri kazanim o6l¢iimleri icin 6 plazma Orne-
dine 5 ve 15 pmol/L L-homosistin eklenerek
her iki sistemde Ol¢tiim yapildi. Ortalama
geri kazanim Drew DS30 icin 101.8 + 2.3%,
HPLC icin 98.9 = 1.4 % olarak bulundu. Drew
DS30 ve HPLC sistemlerinin 6lcim yapabil-
digi en dusiik Hcy konsantrasyonu sirasiyla
2.8 pmol/L ve 1.6 pmol/L olarak kaydedildi.

Her iki sistemde oOlciilen Hcy dtizeyleri ara-
sinda iyi bir korelasyon bulundu (r= 0.948,
Sekil 1).

Bland-Altman analizi, Drew DS30 sisteminin
HPLC’ye gore Hcy duizeylerini ortalama 0.36
birim daha dusuk olctuguntii gosterdi. %95
uyum sinirlan -7.6 ve 6.9 olarak bulundu.
(Sekil 2, Tablo 2)

Chromsystem Kitleri ile HPLC’deki linearite
smirt 200 pmol/L, Drew DS30 sisteminde
ise 100 pmol/L olarak degerlendirildi.
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Sekil 1. Drew DS30 sistemi ve HPLC Kitleri ile yapilan

Hcy 6lctiimlerinin korelasyon grafidi.
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Tablo 2. Bland-Altman analizinde iki yontemle elde edilen 6l¢ciim sonuclar arasindaki farklarin ortalamasi, standard

sapma (SD) ve uyum sinirlari.

n Farklarin ortalamasi SD Uyum sinirlari
(farklarin ortalamasi = 1.96 SD)
Drew DS30- Chromsystem HPLC 132 -0.36 3.7 -7.6 ve 6.9

s [ark

Sekil 2. Drew DS30 sistemi ve Chromsystems HPLC Kitlerinin
Bland-Altman Analizi ile degerlendirilmesi.

TARTISMA

Hcy’in aterosklerotik hastaliklarda bagimsiz
bir risk faktorii oldugunun anlasilmasiyla bir-
likte plazma total Hcy oOlcumii Klinik biyo-
Kimyanin 6nemli bir tan testi durumuna
gelmistir.

Rutin Klinik laboratuvarlarda kullanilan 6l¢iim-
lerin fiyat olarak uygun, hizli, dogru ve kolay
uygulanabilir olmasi gerekir. Reaktiflerinin
uzun sure stabil kalmasi bir diger istenen
ozelliktir. Analitik ol¢iim araligininin genel
populasyonun %0.5-99.5’ini kapsayacak se-
kilde genis olmasi gerekir. Dusuk kesinlik
ozelliginin 6zellikle kugtlik popiilasyonlu ¢a-
lismalarda ve total Hcy dilizeylerinde ufak
farklar olmasi durumunda énemli oldugu bil-
dirilmistir. Yukarida belirtilen kosullar1 tam
olarak sagdlayabilen immiunassay sistemi he-
niiz yok denilebilir. Olduk¢a karmasik ve 6zel
sartlar gerektirse de Hcy Ol¢iimii yapabilen
¢cogu yontemde HPLC kullanilmaktadir.

1980’larnn ortalarinda Hcy metodlarinin ge-
lismesi ile birlikte birden ¢ok anstabil Hcy
turlerinin oldugunun anlagsilmasi, mevcut
tim Ol¢ciim sistemleri icin bir sorun olustur-
maya basladi. Bu nedenle 6ncelikle 6rnek-
lerdeki Hcy’lerin indirgenmis sekKillerine do-
niismesi tum ol¢ciimlerde ilk basamak oldu.

Bu indirgenme basamagdinda dithiothreitol,
dithioerythritol, mercaptoethanol sodyum veya
potasyum borohydride veya tri-n-butylpho-
sphine (TBP), tris (2-carboxyethyl) phospine
(TCEP) gibi sulfidril reaktifleri kullanildi. Bizim
inceledigimiz iki sistemde de indirgenme
basamagi icin tris (2-carboxyethyl) phosphine
(TCEP) kullanilmaktadir. Bu madde ile ya-
pilan indirgenme isleminin 6zellikle tri-n-
butylphosphin‘e gore ustunliikleri oldugu
bildirilmistir (19).

Tokluk Hcy duzeyleri cok degisken sonuclar
verebildigi icin Hcy diizeyleri achk durumun-
da Olcutilmelidir. Normal achk plazma Hcy
dizeyi 5-15 mmol/L'dir; 16-30 mmol/L hafif,
31-100 mmol/L orta, >100 mmol/L ise yliksek
Hcy’emi duizeylerini temsil etmektedir (20).
Bu calismada 25 pmol/L ‘Un altinda her iki
yontem arasinda iyi bir korelasyon ve olduk-
¢a kiicuk bir taraflilk oldugu belirlenmistir.
Dolayisiyla Hey 6lcumu icin her iki yontem de
Onerilebilir. Ancak genel toplumun 5%’ini
hiperhomosisteinemik Kisiler olusturmakta-
dir. Bu Kigilerin %13-47’sinde semptomatik
aterosklerotik vaskiiler hastalik tespit edil-
mistir (21). Hiperhomosisteinemi olgularin-
da plazma total Hcy duizeyleri 250 pmol/L
dolaylarinda olabilmektedir (22). Bu tip olgu-
larda Drew DS30 sisteminde tekrar diltisyon
nedeniyle hem zaman ve numune kaybr hem
de maliyet artmasi gibi durumlar olusabile-
cedi icin ve ayrnica yuksek Kkonsantrasyon-
larda linearite smirnin daha genis olmasi
nedeniyle HPLC Kitleri tercih edilebilir.

Ayrica Chromsystems Kitleri Kullanilarak Hcy
olcumu yapildiginda numunenin hazirlanma-
s1 asamasl daha Kisa suirede yapilmakta (25

dakika) ve her bir numunenin raporlanmasi
4-5 dakikada sonuc¢lanmaktadir. Drew DS30
sisteminde ise numunenin hazirlanmasi icin
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75 dakika gerekmekte ve her bir numu-
nenin raporlanmasi 11-12 dakika stirmekte-
dir. Chromsystems Kitlerinin bir diger avan-
taji da 100 hazir érnedin cihaza ayni anda
yuklenebilmesidir (diger sistemde 30 numu-
ne). Bu durum o6zellikle yogun bir sekilde
calisan laboratuvarlar icin énemli bir tercih
nedeni olabilir.

Sonug olarak Hcy oOl¢umiinde Chromsystems
HPLC Kitleri DS30 sistemi ile karsilastirildi-
dinda, zaman tasarrufu, daha az numune
Kullanilmasi ve daha kolay uygulanabilir ol-
masl, yuksek linearite gibi avantajlara sahip-
tir. Ancak her klinik laboratuvarda HPLC
sistemi olmayabilir veya laboratuvarin fiziki
kosgullant daha kompakt bir cihaz gerektire-
bilir. Numune sayisinin az oldugu ve yiiksek
Hcy duzeylerinde seyreltme yapmanin geti-
recegi ek maliyetin ve zamanin sorun olus-
turmayacadi laboratuvarlarda DS30 sistemi
Hcy olcumii icin iyi bir alternatif gibi goériin-
mektedir.
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