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Ozet

Summary

Amag: Yukselmi plazma homosistein diizeyinin korone
kalp hastafii icin bir risk faktori oldgu ¢ok ¢aitli aras-
tirmalarda ileri surtlmektedir. Homosisteinzadlerinir
diger kardiyovaskiiler risk faktorleri ile arasindalkgki-
nin argtirilmasi ve plazma homosistein konsantrasyonla-
rinin, floresans detektorli  y&&k basingh  sr
kromatografisi yontemi ile, Gulhane Askeri Tip Alkad
misi (GATA)'nde rutin olarak kullanilabilen bir tesla-
rak kurulmasi planlanrgtir.

Materyal ve Metod: GATA'da calsan ve hikaye, fizik mua-
yene, EKG ve telegrafik olarak herhangi bir kalptah-
g1 bulgusuna rastlanmayan 43’ U erkek ve 21'i kadps
lam 64 personelde, total plazma homosistein digeye
baglangic aclik dgerleri ile bu kiilere oral metiyoni
yuklenmesi sonrasi homosistein diizeyleritaams ve
diger kardiyovaskiiler risk faktorlerinden sigaalkol ve
kahve kullanimlari ile serum total kolesterol, HRales-
terol ve LDL kolesterol dgerleri ile kasilastiriimistir.
Duyarlihgl ve 6zgulligu yuksek olan floresans detekt¢
yuksek basir¢ sivi kromatografisi (HPLC) yonten
laboratuvarimiz sartlarinda optimize edilerek plazi
homosistein dlglimleri igin rutin kullalabilir bir ydnten
haline getirilmgtir.

Bulgular: GATA saslik personelinde aglik homosistein di-
zeyleri, erkeklerde 7,01 + 2,9 umol/L, kadinlarda3/-
2,0 umol/L olarak olguliirken, oral metiyonin yuklem
sinden (0.100 g/kg? saat sonra, homosistein diize
erkeklerde 21.16 + 5.2@mol/L, kadinlarda ise 21.60
8.20umol/L olarak belirlenmitir. Aglik ve yikleme son-
rasi homosistein gerlerinin dier kardiak risk faktorle-
rinden b&imsiz oldgu saptannstir.

Sonu¢g: GATA biyokimya laboratuvarlarinda rutin amag
icin plazma homosistein dlzeylerini 6lgen bir ydntieu-
rulmustur. Metiyonin ytklenesinin gelecekteki koror
kalp hastafii ve miyokard infarktisu riskini @edel
bildiren ve homosistein metabolizsiadaki olas
enzimatik defektlerin saptanmasinda da 6nemli bap
metre olabilecg sonucuna varilngtir.

Anahtar Kelimeler: Homosistein, Ateroskleroz, Metiyonin
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Purpose: Elevated plasma homocysteine levels isgested t
be a risk factor for coronary heart disease in nmgtmy-
ies. We aimed to investigate relation between thenp:
homocysteine levels and the other cardiovasculsk
factors, and to establish a method for the measareot

plasma homocysteine levels by using High Pressige L
uid Chromatography (HPLC) with Flourescence Dete

tion (FD) as a routine test.

Material and Method: Plasma homocysteine levels w
determined at baseline and after oral methionine o
43 male and 21 female healthy control of Gulhang&-Mi
tary Medical Academy (GMMA) with no history or ghs
cal; electrocardiographic or radiological finding aar-
diac disease. The effects of daily habits like simgkd-
cohol intake, coffee consuming, and serum lifgdels
(total cholesterol, HDL-cholesterol and Lholesterol

on homocysteine levels were also investigated. Mea
urement of plasma homocysteine levels has beer opt

mized for the routine test in our laboratory cdiuais by
using high sensitive and specific technique of HRyks-
sure Liquid Chromatography (HPLC) with Flouresce
Detection (FD).

Results: Initial homocysteine levels were found to be 7
2.9 pmol /L in female (n=21) and 7.23 + 2.0 pmak
male health staff (n=43). After oral methioniteadinc
(0.100 g/kg), the honuysteine levels were 21.16 +
pmol/L and 21.60 + 8.2 umol/L in man and femalb-su
jects, respectively. Plazma homocysteine levelsaagt-
line and after methionine loading were not foundbt
related to other cardiac risk factors.

Conclusion: We establish a HPLC method for the measur

ment of plasma homocysteine levels for routine i
our laboratorylt was concluded that methionine loac

may be an important parameter in determining ob-cor

nary heart disease and myocatdnfarction and enzyn
defects in homocysteine metabolism in the future.

Key Words: Homocysteine, Atherosclerosis, Methionine
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Aterosklerotik hastaliklar, ©6zellikle koroner
arter hastaji, sanayilgen ulkelerde bgica 6lim

Ahmed AL MARAH ve Ark.

yuklemesi i¢in, 0.1 g/kg metiyonin aminoasidi
portakal suyuna kagtirilarak calgma kapsamina

nedeni olarak bilinmektedir. Kardiovaskuler hasta- alinan kiilere icirildi ve 2 saat sonra vendz kan

liklarda artmg mortalite riski, cinsiyet, hipertansi-
yon, sigara kullanimi, hiperlipoproteinemi gibi
bilinen risk faktorleriyle tam olarak aciklana-
mamaktadir (1-4). Son yillarda yapilansaranalar

ornekleri EDTA'lI tiplere alindi ve hemen santri-
fij edilerek ayrilan plazmalar -20°C'de gaha
gunine kadar saklandi.

Plazma total homosisteini, yiksek basingli sivi

plazma homosistein dizeyinin saptanmasi, homoyomatografisi (HPLC)-floresans detektdr yardi-
sistein metabolizmasinin kalitsal bozukluklarinin miyla saptandi. Rediiksiyon, presipitasyon ve

tani ve tedavisinin takibinde énemli ofglu kadar

derivatizasyon gamalarindan gegcirilen plazma

(4-7), erken doneme kardiyovaskuler hastaliklaring nekieri 4.6 x 150 mm 5 um partikiil buytklakla

erken tanisinda da kullanilabilir @aensiz bir risk
faktort old@gunu gosternstir (8-11).

Son on yildaki argirmalar, hafif yikselnsi

Choromsystems ODS 2 reverse faz kolon kullani-
larak ayrstirildi. izokratik ellisyonda 1.7 ml/dakika
akis hiziyla mobil faz gegirildi. Eksitasyon 385,

plazma homosistein seviyesinin bile, aterosklerotik emisyon 515 nm.’de 6l¢ciimler yapildi. Homosistein

hastaliklar ve tromboembolizm glumunda ciddi
bir risk faktorii olabilecgine isaret etmektedir
(12).

Son yillarda yikselmi plazma homosistein

piki ile internal standarda ait piki elde gtiniz
zamanlar sirasi ile 2.3 ve 4.1 dakika olarak bulun-
du.

Farkli be seviyede standartlar kullanilarak

dizeyine ilave olarak metiyonin yiklemesi sonrasi kalibrasyon grisi elde edildi. Pik alanlariyla kon-

anormal ary gésteren homosistein diizeylerinin de
vaskuler hastaliklarin bir gdstergesi olabilgce
belirtiimistir. Metiyonin yiklemesi 6zellikle trans-
silfirasyon yolundaki metiyonin metabolizmasi
bozuklygunu gdstermesi acisindan énemlidir (13-
15).

Bu calsmada, GATA da gorevli personelin
total plazma homosistein duzeylerinin slaagic
degerlerini  saptamayr ve bu dizeylerin
kardiyovaskiler hastaliklarin {deca risk faktorle-
riyle arasindaki ikkiyi arastirmayr ve oral
metiyonin  ylklemesi yaparak, olasi enzim
defektleri nedeniyle okan yiksek homosistein
diuzeylerinin erken belirlenmesini gtemay plan-
ladik.

Materyal ve Metod
GATA'da gorev yapan; yaortalamasi: 33,37
+ 9,1 olan 43 erkek ile yeortalamasi 33,47 + 7,61
olan 21 kadindan, gece aghin ardindan
homosistein analizi icin EDTA'h tlplere ve giir
rutin testler icin diz tlplere vendz kanlar alindi.
Kanlar santrifilj edilene kadar buzlu kaplardak-i

tan korunarak saklandi ve ilk yarim saat icinde

4000 rpm’'de santriftij edildi. Ayrilan plazmalar -
20°C’de cayma giiniine kadar saklandi. Metiyonin

T Klin J Cardiol 2003, 16

santrasyonlar arasindaki regresyon analizi 0.9986
olarak saptandi.

Total kolesterol, HDL kolesterol, LDL koles-
terol ve VLDL kolesterol dl¢ctimleri Technicon Dax
48 ( Bayer Corporation, Tarry Town, New York)
otoanalizor kullanilarak yapildi.

Tanimlayici istatistikler SPSS for Windows
programinda yapilarak, gerler elde edildi.

Bulgular

Calma Haziran 2000 - Ekim 2001 tarihleri
arasinda Gulhane Askeri Tip Akademisi Biyokim-
ya ve Klinikk Biyokimya ABD HPLC
Laboratuvarlarinda yapilgtir. Floresans detektor-
[0 izokratik HPLC sisteminde homosistein piki 2.6
nci dakikada olgmustur. Yontemin hassasiyeti 1
umol/L olarak, gun ici tekrarlanabiligi %4.23,
gunler arasi tekrarlanabilirlik ise %1.36 olarak
bulunmutur. Yontemin dgrusalligl 100 pumol/L
olarak saptanmgtir. Salik personelinin plazma
homosistein dgerleri ile diger kardiak risk faktor-
lerinin Olcllen dgerlerinin kasilastiriimasi Tablo-
1'de g0sterilmgtir.

Kirkiic erkek, yirmibir kadin ggik personeli-
nin aclk ve metiyonin yikleme sonrasi plazma
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Tablo 1. GATA salik personelinin plazma homosisteinggéeri ile diger kardiak risk faktérlerinin deger-

leri (Dagilm Analizi)

Testler Ortalamat SS Ortanca % 25. Deer % 75. Dger
Yas (yil) 33+x4.2 34 31 35
Aclik homosistein jimol/L) 7.12+2.45 7.82 6.91 8.65
Yiikleme sonrasi homosisteipnjol/L) 21.38+6.6 22.8 16.7 27.8
Total kolesterol (mg/dL) 182.7 185.1 178.9 191.3
HDL-kolesterol (mg/dL) 47.6 46.3 45.3 48.6
LDL-kolesterol (mg/dL) 110.26 113.9 108.6 121.2
Total kolesterol / HDL-kolesterol 49+15 45+1.0 4.1+0.9 52+1.6
Sigara icen (%) 44 45 41 48
Sigara icmeyen (%) 56 57 53 59

Tablo 2. GATA personelinin aclik ve metiyonin yikleme sonnalsizma homosistein diizeyleri

Metiyonin Yukleme

Oncesi Sonrasi

Ortalamat SS Ortalamat SS
Homosistein Kadin (n=21) 7.01+2.9 21.6+8.1
@umol/L) Erkek (n=43) 7.23+2.0 21.6+5.2

homosistein dizeyleri Tablo 2'de sunultu.
Calsmamizda cinsiyete gore aclik homosistein
duzeylerinde anlamli bir fark bulunamagm.

Altmisdort sglik personelinde metiyonin yik-
leme 6ncesi ve sonrasi homosistein dizegekil
1'de gOsterilmgtir.

Kadin ve erkek grubunda 3'er

dene

metiyonin yikleme sonrasinda plazma homosistein

dizeylerinin, yiklemenin st dizeyi olan 30
umol/L sinir konsantrasyonungtegl saptannytir.
Siniri gan bu olgularda, aclik plazma homosistein
degerlerinin kadin deneklerin hepsinde, erkek de-
neklerin ise yalnizca birinde, aclik sinir konsant-
rasyonu olan 12umol/L'yi gectigi belirlenmitir
(Sekil 1).

Tarti sma
Homosisteinin arter duvarlarini hasatgaiti-
gina dair kuvvetli ipuclarn 30 yil 6ncesine dayan-
maktadir (3).Yuksek homosistein dizeylerinin
olusturduzu damar hasarlari, ya arterleri kaplayan
hicrelerin zedelenmesi ya da kopik hiicresgedi
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Sekil 1. Saglik Personelinde Metiyonin Yi&me Oncesi vi
Sonras! Plazma Homosistein Diizeyleri.

sinin artmasi ile izlenir ki, her iki durumda da-ka
nallarda daralmaya yol agan lezyonlar meydana
gelir. Ayni zamanda homosisteinin kan pihyinta
mekanizmasini da etkileyerek kalp krizi ya da felce
neden olan pihti riskini artirgh deneysel olarak
gosterilmitir (16).

Yukselms plazma homosistein konsantras-
yonlari karotid, koroner ve periferik arterlerinei

T Klin Kardiyoloji 2003, 16
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alan vaskuler tikayici hastaliklarin gétiinde sonuc¢ verngtir. Bu yontemin gin i¢i ve gunler
bagimsiz bir risk faktoérudur (16). Plazma arasi terarlanabilirlik sonuclari sirasiyla gin igi
homosistein konsantrasyonlarinin artmasi, hem%4.23, ginler arasi %1.36 olarak bulugnaup,
metabolizmasinda yer alan enzimlerin genetikbu sonug¢ yontemimizin tekrarlanabilir, ga ve
defektlerinden hem de ilac veya beslenmey@iba guvenilir oldigu ve laboratuvarimizda rutin kulla-
olarak folik asit, B, veya B vitaminlerinin eksik- nima hazir hale gelgini gbstermstir.

liginden kaynaklanabilir (17,18). GATA'da calsan personelde homosistein dii-

Homosistein arteroskleroz igin bir risk faktorii zeyi ile, olasi homosistein  metabolizma
olmasinin yaninda, yukarida bahsedilen vitaminle-defektlerini de metiyonin ytklemesi yaparak sap-
rin eksikliginin hassas bir gostergesi olarak da tamaya caltik. On calsmada, metiyonin yiikle-
kabul edilmektedir; bu yodnlyle de homosistein mesi sonrasi kan drnekleri 2, 4 ve 8. saatlerae ali
Olcimi bu vitaminlerin eksikliklerine Iga degisik di. Homosistein diizeylerinin dlcimi sonucunda, 2
hastalik durumlarinin belirlenmesinde ve 6nlenme-saatlik metiyonin yiklemesi sonrasi ilezeli saat-
sinde de 6nem arz etmektedir. ler arasinda ¢ok onemli bir fark olmgdsaptandi.

Ancak homosisteinin normal diizeyleri ile kli- Cesitli literatirlerde de metiyonin yiklemesinden 2
nik olarak anormal diizeyleri arasindaki fark genel- Sat sonra kan alinmasi 6nerilmekteydi (13,24).
likle en cok normalin Gst limitinin 2 kati kadar Baz literatiirler kalp rahatsigh olan hastalara
olmakta ve en sik olarak da 1.3 ile 1.5 kati agesin  Mmetiyonin  yukleme  testinin  yapiimasini
gorilmektedir (19). Bu kadar az afar saptayabi- Onermezken (25), bazi gahalar, oksidatif stresin

lecek derecede hassas ve dzgiilliyi metotlara endotel fonksiyon (zerine bir etkisinin olmguh
ihtiyac olduu anlgilmaktadir. deneysel olarak gostergtir (26,27). Yikleme
yaptgimiz olgularin ortalama yikleme sonrasi

homosistein duzeyleri, kadinlarda 21.60 + 8.1
umol/L, erkeklerde ise 21.16 + 5.2 umol/L olarak
saptandi. Ancak metiyonin yiklemesi yapilag-ba

) v S _ y ka aratirmalarda normal olgularda biraz daha yuk-
olarak olgmeye yonelik g#li teknikler ve yontem- ey (287 + 4.4 pmolL) gerler bildirilmistir (26),
ler gelitirilmistir. Homosistein duzeyini saptayan farkliligin calsma gurubumuzdaki sili olgu-

bu yontemler icinde aminoasit analizorler (20), |5 desisik metabolizmalarindan kaynaklagcha
elektrokimyasal detektorli HPLC yontemleri (21), inanmaktay!z.

ELISA (22), polarizasyon immunoasssay (23) yon-
temleri bulunmaktadir. Bu yontemler pahal ve
zaman alicl yontemler olup, rutin olarak kullanimi
zordur. Bizim kullandiiniz y6ntem, salfidril

(tiyol) gruplarina spesifik ajanlarla kolon o6ncesi
isaretleme (derivatizasyon) yapilarak HPLC ve

Son zamanlardaki camalarin, yikselnsi
homosistein dizeylerinin erken dénem vaskiler
hastaliklar icin bir risk faktori oldwnu ispatla-
masindan sonra, homosistein duzeylerinigrdo

Calsmamizdaki 3 kadin ve 3 erkek denekte
metiyonin yiikleme sonrasinda plazma homosistein
dizeylerinin, yuklemenin st dizeyi olan 30
umol/L sinir konsantrasyonungtegl saptannytir.
Siniri gan bu olgularda, aglik plazma homosistein

f detekisrl ; Sntemidir. Bu v degerlerinin kadin deneklerin hepsinde, erkek de-
oresans detextorie saptama yontemidir. BU Yon- o jerin ise yalnizca birinde, aclik sinir konsant-

them y[:;ksgk hgljsazsget q vskdéggé[]samptlr kved rasyonu olan 12imol/L'yi gectigi belirlenmitir
omosistein piki- 2.6 dakikada saptanmaktadir. gl 1) By durum, bize yalnizca aglik
Boylece bu yontemde ¢ok sayida drnekler, otoma-y, o mosistein dizeyinin yeterli olmagini, yikleme

tik 6rnekleyici sistemiyle cajilabilmekte ve rutin

sonrasi alinan homosistein sonuglarinin olgulardaki
kullanilima uygun olmaktadir.

metiyonin ve homosistein metabolizmasini daha
Degisik ~ konsantrasyonlarda  hazirlanan iyi yansittgini godstermektedir. Bazi cginalar,
homosistein standartlarinin  regresyon analiziorta  derecede  homosistineminin  tanisinda
0.99861 gibi bir korelasyon gostekmidisik ve metiyonin yikleme testinin gerekli olguna dik-
yuksek serum kontrolleri de beklenengdderde  kat cekmglerdir (27). Ayrica bazi agairmalarda

T Klin J Cardiol 2003, 16 85
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aclik homosistein duzeylerini riskli olgularda ye- 4 McCully KS, McCully M. The heart revolution. 1st.ed

terli bilgi vermedgi ve % 40 oraninda olgulara tani

konulamadg bildiriimektedir (26).

Nedeni ne olursa olsun plazma homosistein6

seviyesini yukselten e#li sendromlar (genetik
bozukluklar, vitamin eksiklikleri, yardibeslenme

vs.) damar yapisini bozmakta ve kolesterol biriki-

mine neden olmaktadir. Agrmamiz sirasinda,

aclik homosistein duzeyi 13 pmol/L ve metiyonin
yukleme sonrasi homosistein diizeyi 35 pmol/L

olarak saptanan genc birgh& personelinin, bir
sure sonra kalp krizi gecirghi ve ailesinde kalp
hastalgl hikayesi bulundgunu tesbit ettik. Bu
bize, amacimizda da belirtigli gibi aclik ve

metiyonin yikleme sonrasi yiksek homosistein
dizeylerine sahip olgulara daha fazla dikkat edil-

mesi gerekiini ve bu sahislara vitamin tedavisi
verilmesinin faydal olabileg@ni disindirmekte-
dir. Ayrica prospektif olarak yapilan cahalarin

sonucuna gore, yalnizca acglik homosistein diizeyle
rinin miyokardiyal infaktis ve serebrovaskiler

hastaliklarin tanisinda yeterli olamaygcatnce

metiyonin yiklemesi yapilarak alinacak cevaba

gore degerlendirme yapilmasi geregii anlagil-
maktadir (28).

Sonug olarak agarmamizda homosistein di-

zeyleri basit, hassas ve tekrarlanabilir bir HPLC-

Floresans detektor ybntemi ile saptapnmve

laboratuvarimizda rutin amagclar igin kullanilabilir

bir test olarak yerini almgtir. Bu yontemle GATA

personelinde aclik ve metiyonin yikleme sonrasi
plazma homosistein dizeylerinin laboratuvarimiz

sartlarindaki dgerleri elde edilmitir. Metiyonin
yuklemesinin gelecekteki koroner kalp hagialie

miyokard infarktiist riskini saptamada 6nemli

olabilecgi kanisina varilngi ve olgu sayilari artiri-

larak bu argtirmaya devam edilmesinin uygun

olabilecgi kanisina varilmtir.
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