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Özet 
Amaç: Yükselmiş plazma homosistein düzeylerinin koroner 

kalp hastalığı için bir risk faktörü olduğu çok çeşitli araş-
tırmalarda ileri sürülmektedir. Homosistein düzeylerinin 
diğer kardiyovasküler risk faktörleri ile arasındaki ilişki-
nin araştırılması ve plazma homosistein konsantrasyonla-
rının, floresans detektörlü yüksek basınçlı sıvı 
kromatografisi yöntemi ile, Gülhane Askeri Tıp Akade-
misi (GATA)’nde rutin olarak kullanılabilen bir test ola-
rak kurulması planlanmıştır. 

Materyal ve Metod: GATA’da çalışan ve hikaye, fizik mua-
yene, EKG ve telegrafik olarak herhangi bir kalp hastalı-
ğı bulgusuna rastlanmayan 43’ ü erkek ve 21’i kadın top-
lam 64 personelde, total plazma homosistein düzeylerinin 
başlangıç açlık değerleri ile bu kişilere oral metiyonin 
yüklenmesi sonrası homosistein düzeyleri saptanmış ve 
diğer kardiyovasküler risk faktörlerinden sigara, alkol ve 
kahve kullanımları ile serum total kolesterol, HDL koles-
terol ve LDL kolesterol değerleri ile karşılaştırılmıştır. 
Duyarlılığı ve özgüllüğü yüksek olan floresans detektörlü 
yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) yöntemi, 
laboratuvarımız şartlarında optimize edilerek plazma 
homosistein ölçümleri için rutin kullanılabilir bir yöntem 
haline getirilmiştir. 

Bulgular:  GATA sağlık personelinde açlık homosistein dü-
zeyleri, erkeklerde 7,01 ± 2,9 µmol/L, kadınlarda 7,23 ± 
2,0 µmol/L olarak ölçülürken, oral metiyonin yükleme-
sinden (0.100 g/kg) 2 saat sonra, homosistein düzeyleri 
erkeklerde 21.16 ± 5.20 µmol/L, kadınlarda ise 21.60 ± 
8.20 µmol/L olarak belirlenmiştir. Açlık ve yükleme son-
rası homosistein değerlerinin diğer kardiak risk faktörle-
rinden bağımsız olduğu saptanmıştır. 

Sonuç: GATA biyokimya laboratuvarlarında rutin amaçlar 
için plazma homosistein düzeylerini ölçen bir yöntem ku-
rulmuştur. Metiyonin yüklemesinin gelecekteki koroner 
kalp hastalığı ve miyokard infarktüsü riskini önceden 
bildiren ve homosistein metabolizmasındaki olası 
enzimatik defektlerin saptanmasında da önemli bir para-
metre olabileceği sonucuna varılmıştır. 

Anahtar Kelimeler:  Homosistein, Ateroskleroz, Metiyonin 
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 Summary 
Purpose: Elevated plasma homocysteine levels is suggested to 

be a risk factor for coronary heart disease in many stud-
ies. We aimed to investigate relation between the plasma 
homocysteine levels and the other cardiovascular risk 
factors, and to establish a method for the measurement of 
plasma homocysteine levels by using High Pressure Liq-
uid Chromatography (HPLC) with Flourescence Detec-
tion (FD) as a routine test. 

Material and Method:  Plasma homocysteine levels were 
determined at baseline and after oral methionine load in 
43 male and 21 female healthy control of Gulhane Mili-
tary Medical Academy (GMMA) with no history or phsi-
cal; electrocardiographic or radiological finding of car-
diac disease. The effects of daily habits like smoking, al-
cohol intake, coffee consuming, and serum lipid levels 
(total cholesterol, HDL-cholesterol and LDL-cholesterol) 
on homocysteine levels were also investigated. Meas-
urement of plasma homocysteine levels has been opti-
mized for the routine test in our laboratory conditions by 
using high sensitive and specific technique of High Pres-
sure Liquid Chromatography (HPLC) with Flourescence 
Detection (FD). 

Results: Initial homocysteine levels were found to be 7.02 ± 
2.9 µmol /L in female (n=21) and 7.23 ± 2.0 µmol/L in 
male health staff (n=43). After oral methionine loading 
(0.100 g/kg), the homocysteine levels were 21.16 ± 5.2 
µmol/L and 21.60 ± 8.2 µmol/L in man and female sub-
jects, respectively. Plazma homocysteine levels at base-
line and after methionine loading were not found to be 
related to other cardiac risk factors. 

Conclusion: We establish a HPLC method for the measure-
ment of plasma homocysteine levels for routine use in 
our laboratory. It was concluded that methionine loading 
may be an important parameter in determining of coro-
nary heart disease and myocardial infarction and enzyme 
defects in homocysteine metabolism in the future. 
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Aterosklerotik hastalıklar, özellikle koroner 
arter hastalığı, sanayileşen ülkelerde başlıca ölüm 
nedeni olarak bilinmektedir. Kardiovasküler hasta-
lıklarda artmış mortalite riski, cinsiyet, hipertansi-
yon, sigara kullanımı, hiperlipoproteinemi gibi 
bilinen risk faktörleriyle tam olarak açıklana-
mamaktadır (1-4). Son yıllarda yapılan araştırmalar 
plazma homosistein düzeyinin saptanması, homo-
sistein metabolizmasının kalıtsal bozukluklarının 
tanı ve tedavisinin takibinde önemli olduğu kadar 
(4-7), erken döneme kardiyovasküler hastalıkların 
erken tanısında da kullanılabilir bağımsız bir risk 
faktörü olduğunu göstermiştir (8-11).  

Son on yıldaki araştırmalar, hafif yükselmiş 
plazma homosistein seviyesinin bile, aterosklerotik 
hastalıklar ve tromboembolizm oluşumunda ciddi 
bir risk faktörü olabileceğine işaret etmektedir 
(12). 

Son yıllarda yükselmiş plazma homosistein 
düzeyine ilave olarak metiyonin yüklemesi sonrası 
anormal artış gösteren homosistein düzeylerinin de 
vasküler hastalıkların bir göstergesi olabileceği 
belirtilmiştir. Metiyonin yüklemesi özellikle trans-
sülfürasyon yolundaki metiyonin metabolizması 
bozukluğunu göstermesi açısından önemlidir (13-
15). 

Bu çalışmada, GATA da görevli personelin 
total plazma homosistein düzeylerinin başlangıç 
değerlerini saptamayı ve bu düzeylerin 
kardiyovasküler hastalıkların başlıca risk faktörle-
riyle arasındaki ilişkiyi araştırmayı ve oral 
metiyonin yüklemesi yaparak, olası enzim 
defektleri nedeniyle oluşan yüksek homosistein 
düzeylerinin erken belirlenmesini araştırmayı plan-
ladık. 

Materyal ve Metod 
GATA’da görev yapan; yaş ortalaması: 33,37 

± 9,1 olan 43 erkek ile yaş ortalaması 33,47 ± 7,61 
olan 21 kadından, gece açlığının ardından 
homosistein analizi için EDTA’lı tüplere ve diğer 
rutin testler için düz tüplere venöz kanlar alındı. 
Kanlar santrifüj edilene kadar buzlu kaplarda, ışık-
tan korunarak saklandı ve ilk yarım saat içinde 
4000 rpm’de santrifüj edildi. Ayrılan plazmalar -
20ºC’de çalışma gününe kadar saklandı. Metiyonin 

yüklemesi için, 0.1 g/kg metiyonin aminoasidi 
portakal suyuna karıştırılarak çalışma kapsamına 
alınan kişilere içirildi ve 2 saat sonra venöz kan 
örnekleri EDTA’lı tüplere alındı ve hemen santri-
füj edilerek ayrılan plazmalar -20ºC’de çalışma 
gününe kadar saklandı.  

Plazma total homosisteini, yüksek basınçlı sıvı 
kromatografisi (HPLC)-floresans detektör yardı-
mıyla saptandı. Redüksiyon, presipitasyon ve 
derivatizasyon aşamalarından geçirilen plazma 
örnekleri 4.6 x 150 mm 5 µm partikül büyüklüklü 
Choromsystems ODS 2 reverse faz kolon kullanı-
larak ayrıştırıldı. Đzokratik elüsyonda 1.7 ml/dakika 
akış hızıyla mobil faz geçirildi. Eksitasyon 385, 
emisyon 515 nm.’de ölçümler yapıldı. Homosistein 
piki ile internal standarda ait piki elde ettiğimiz 
zamanlar sırası ile 2.3 ve 4.1 dakika olarak bulun-
du. 

Farklı beş seviyede standartlar kullanılarak 
kalibrasyon eğrisi elde edildi. Pik alanlarıyla kon-
santrasyonlar arasındaki regresyon analizi 0.9986 
olarak saptandı. 

Total kolesterol, HDL kolesterol, LDL koles-
terol ve VLDL kolesterol ölçümleri Technicon Dax 
48 ( Bayer Corporation, Tarry Town, New York) 
otoanalizör kullanılarak yapıldı. 

Tanımlayıcı istatistikler SPSS for Windows 
programında yapılarak, değerler elde edildi.  

Bulgular 
Çalışma Haziran 2000 - Ekim 2001 tarihleri 

arasında Gülhane Askeri Tıp Akademisi Biyokim-
ya ve Klinik Biyokimya ABD HPLC 
Laboratuvarlarında yapılmıştır. Floresans detektör-
lü izokratik HPLC sisteminde homosistein piki 2.6 
ncı dakikada oluşmuştur. Yöntemin hassasiyeti 1 
µmol/L olarak, gün içi tekrarlanabilirliği %4.23, 
günler arası tekrarlanabilirlik ise %1.36 olarak 
bulunmuştur. Yöntemin doğrusallığı 100 µmol/L 
olarak saptanmıştır. Sağlık personelinin plazma 
homosistein değerleri ile diğer kardiak risk faktör-
lerinin ölçülen değerlerinin karşılaştırılması Tablo-
1’de gösterilmiştir. 

Kırküç erkek, yirmibir kadın sağlık personeli-
nin açlık ve metiyonin yükleme sonrası plazma 



 
Ahmed AL MARAFĐ ve Ark. AÇLIK VE METĐYONĐN YÜKLEME SONRASI PLAZMA HOMOSĐSTEĐN DÜZEYLERĐNĐN HPLC YÖNTEMĐ ĐLE... 
 

T Klin Kardiyoloji 2003, 16 84

homosistein düzeyleri Tablo 2’de sunulmuştur. 
Çalışmamızda cinsiyete göre açlık homosistein 
düzeylerinde anlamlı bir fark bulunamamıştır. 

Altmışdört sağlık personelinde metiyonin yük-
leme öncesi ve sonrası homosistein düzeyleri Şekil 
1’de gösterilmiştir. 

Kadın ve erkek grubunda 3’er deneğin 
metiyonin yükleme sonrasında plazma homosistein 
düzeylerinin, yüklemenin üst düzeyi olan 30 
µmol/L sınır konsantrasyonunu aştığı saptanmıştır. 
Sınırı aşan bu olgularda, açlık plazma homosistein 
değerlerinin kadın deneklerin hepsinde, erkek de-
neklerin ise yalnızca birinde, açlık sınır konsant-
rasyonu olan 12 µmol/L’yi geçtiği belirlenmiştir 
(Şekil 1). 

Tartı şma 
Homosisteinin arter duvarlarını hasara uğrattı-

ğına dair kuvvetli ipuçları 30 yıl öncesine dayan-
maktadır (3).Yüksek homosistein düzeylerinin 
oluşturduğu damar hasarları, ya arterleri kaplayan 
hücrelerin zedelenmesi ya da köpük hücre gelişme-

sinin artması ile izlenir ki, her iki durumda da ka-
nallarda daralmaya yol açan lezyonlar meydana 
gelir. Aynı zamanda homosisteinin kan pıhtılaşma 
mekanizmasını da etkileyerek kalp krizi ya da felce 
neden olan pıhtı riskini artırdığı deneysel olarak 
gösterilmiştir (16). 

Yükselmiş plazma homosistein konsantras-
yonları karotid, koroner ve periferik arterleri içine 

Tablo 1. GATA sağlık personelinin plazma homosistein değerleri ile diğer kardiak risk faktörlerinin değer-
leri (Dağılım Analizi) 

 
Testler Ortalama ± SS Ortanca % 25. Değer % 75. Değer 
Yaş (yıl) 33 ± 4.2 34 31 35 
Açlık homosistein (µmol/L) 7.12 ± 2.45 7.82 6.91 8.65 
Yükleme sonrası homosistein (µmol/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  4.9 ± 1.5 4.5 ± 1.0 4.1 ± 0.9 5.2 ± 1.6 
Sigara içen (%) 44 45 41 48 
Sigara içmeyen (%) 56 57 53 59 

 

Tablo 2. GATA personelinin açlık ve metiyonin yükleme sonrası plazma homosistein düzeyleri 

 
  Metiyonin Yükleme 

  
Öncesi 

Ortalama ± SS 
Sonrası 

Ortalama ± SS 
Kadın (n=21) 7.01 ± 2.9 21.6 ± 8.1      Homosistein 

        (µmol/L) Erkek (n=43) 7.23 ± 2.0 21.6 ± 5.2 
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Şekil 1. Sağlık Personelinde  Metiyonin Yükleme Öncesi ve 
Sonrası Plazma Homosistein Düzeyleri. 
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alan vasküler tıkayıcı hastalıkların gelişiminde 
bağımsız bir risk faktörüdür (16). Plazma 
homosistein konsantrasyonlarının artması, hem 
metabolizmasında yer alan enzimlerin genetik 
defektlerinden hem de ilaç veya beslenmeye bağlı 
olarak folik asit, B12 veya B6 vitaminlerinin eksik-
liğinden kaynaklanabilir (17,18). 

Homosistein arteroskleroz için bir risk faktörü 
olmasının yanında, yukarıda bahsedilen vitaminle-
rin eksikliğinin hassas bir göstergesi olarak da 
kabul edilmektedir; bu yönüyle de homosistein 
ölçümü bu vitaminlerin eksikliklerine bağlı değişik 
hastalık durumlarının belirlenmesinde ve önlenme-
sinde de önem arz etmektedir. 

Ancak homosisteinin normal düzeyleri ile kli-
nik olarak anormal düzeyleri arasındaki fark genel-
likle en çok normalin üst limitinin 2 katı kadar 
olmakta ve en sık olarak da 1.3 ile 1.5 katı arasında 
görülmektedir (19). Bu kadar az artışları saptayabi-
lecek derecede hassas ve özgüllüğü iyi metotlara 
ihtiyaç olduğu anlaşılmaktadır. 

Son zamanlardaki çalışmaların, yükselmiş 
homosistein düzeylerinin erken dönem vasküler 
hastalıklar için bir risk faktörü olduğunu ispatla-
masından sonra, homosistein düzeylerini doğru 
olarak ölçmeye yönelik çeşitli teknikler ve yöntem-
ler geliştirilmi ştir. Homosistein düzeyini saptayan 
bu yöntemler içinde aminoasit analizörler (20), 
elektrokimyasal detektörlü HPLC yöntemleri (21), 
ELISA (22), polarizasyon immunoasssay (23) yön-
temleri bulunmaktadır. Bu yöntemler pahalı ve 
zaman alıcı yöntemler olup, rutin olarak kullanımı 
zordur. Bizim kullandığınız yöntem, sülfidril 
(tiyol) gruplarına spesifik ajanlarla kolon öncesi 
işaretleme (derivatizasyon) yapılarak HPLC ve 
floresans detektörle saptama yöntemidir. Bu yön-
tem yüksek hassasiyet ve özgüllüğe sahiptir ve 
homosistein piki 2.6 dakikada saptanmaktadır. 
Böylece bu yöntemde çok sayıda örnekler, otoma-
tik örnekleyici sistemiyle çalışılabilmekte ve rutin 
kullanılıma uygun olmaktadır. 

Değişik konsantrasyonlarda hazırlanan 
homosistein standartlarının regresyon analizi 
0.99861 gibi bir korelasyon göstermiş, düşük ve 
yüksek serum kontrolleri de beklenen değerlerde 

sonuç vermiştir. Bu yöntemin gün içi ve günler 
arası terarlanabilirlik sonuçları sırasıyla gün içi 
%4.23, günler arası %1.36 olarak bulunmuş olup, 
bu sonuç yöntemimizin tekrarlanabilir, doğru ve 
güvenilir olduğu ve laboratuvarımızda rutin kulla-
nıma hazır hale geldiğini göstermiştir. 

GATA’da çalışan personelde homosistein dü-
zeyi ile, olası homosistein metabolizma 
defektlerini de metiyonin yüklemesi yaparak sap-
tamaya çalıştık. Ön çalışmada, metiyonin yükle-
mesi sonrası kan örnekleri 2, 4 ve 8. saatlerde alın-
dı. Homosistein düzeylerinin ölçümü sonucunda, 2 
saatlik metiyonin yüklemesi sonrası ile diğer saat-
ler arasında çok önemli bir fark olmadığı saptandı. 
Çesitli literatürlerde de metiyonin yüklemesinden 2 
saat sonra kan alınması önerilmekteydi (13,24). 
Bazı literatürler kalp rahatsızlığı olan hastalara 
metiyonin yükleme testinin yapılmasını 
önermezken (25), bazı çalışmalar, oksidatif stresin 
endotel fonksiyon üzerine bir etkisinin olmadığını 
deneysel olarak göstermiştir (26,27). Yükleme 
yaptığımız olguların ortalama yükleme sonrası 
homosistein düzeyleri, kadınlarda 21.60 ± 8.1 
µmol/L, erkeklerde ise 21.16 ± 5.2 µmol/L olarak 
saptandı. Ancak metiyonin yüklemesi yapılan baş-
ka araştırmalarda normal olgularda biraz daha yük-
sek (28.7 ± 4.4 µmo/L) değerler bildirilmiştir (26), 
bu farklılığın çalışma gurubumuzdaki çeşitli olgu-
ların değişik metabolizmalarından kaynaklandığına 
inanmaktayız. 

Çalışmamızdaki 3 kadın ve 3 erkek denekte 
metiyonin yükleme sonrasında plazma homosistein 
düzeylerinin, yüklemenin üst düzeyi olan 30 
µmol/L sınır konsantrasyonunu aştığı saptanmıştır. 
Sınırı aşan bu olgularda, açlık plazma homosistein 
değerlerinin kadın deneklerin hepsinde, erkek de-
neklerin ise yalnızca birinde, açlık sınır konsant-
rasyonu olan 12 µmol/L’yi geçtiği belirlenmiştir 
(Şekil 1). Bu durum, bize yalnızca açlık 
homosistein düzeyinin yeterli olmadığını, yükleme 
sonrası alınan homosistein sonuçlarının olgulardaki 
metiyonin ve homosistein metabolizmasını daha 
iyi yansıttığını göstermektedir. Bazı çalışmalar, 
orta derecede homosistineminin tanısında 
metiyonin yükleme testinin gerekli olduğuna dik-
kat çekmişlerdir (27). Ayrıca bazı araştırmalarda 
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açlık homosistein düzeylerini riskli olgularda ye-
terli bilgi vermediği ve % 40 oranında olgulara tanı 
konulamadığı bildirilmektedir (26). 

Nedeni ne olursa olsun plazma homosistein 
seviyesini yükselten çeşitli sendromlar (genetik 
bozukluklar, vitamin eksiklikleri, yanlış beslenme 
vs.) damar yapısını bozmakta ve kolesterol biriki-
mine neden olmaktadır. Araştırmamız sırasında, 
açlık homosistein düzeyi 13 µmol/L ve metiyonin 
yükleme sonrası homosistein düzeyi 35 µmol/L 
olarak saptanan genç bir sağlık personelinin, bir 
süre sonra kalp krizi geçirdiğini ve ailesinde kalp 
hastalığı hikayesi bulunduğunu tesbit ettik. Bu 
bize, amacımızda da belirtildiği gibi açlık ve 
metiyonin yükleme sonrası yüksek homosistein 
düzeylerine sahip olgulara daha fazla dikkat edil-
mesi gerektiğini ve bu şahıslara vitamin tedavisi 
verilmesinin faydalı olabileceğini düşündürmekte-
dir. Ayrıca prospektif olarak yapılan çalışmaların 
sonucuna göre, yalnızca açlık homosistein düzeyle-
rinin miyokardiyal infaktüs ve serebrovasküler 
hastalıkların tanısında yeterli olamayacağı, önce 
metiyonin yüklemesi yapılarak alınacak cevaba 
göre değerlendirme yapılması gerektiği anlaşıl-
maktadır (28). 

Sonuç olarak araştırmamızda homosistein dü-
zeyleri basit, hassas ve tekrarlanabilir bir HPLC-
Floresans detektör yöntemi ile saptanmış ve 
laboratuvarımızda rutin amaçlar için kullanılabilir 
bir test olarak yerini almıştır. Bu yöntemle GATA 
personelinde açlık ve metiyonin yükleme sonrası 
plazma homosistein düzeylerinin laboratuvarımız 
şartlarındaki değerleri elde edilmiştir. Metiyonin 
yüklemesinin gelecekteki koroner kalp hastalığı ve 
miyokard infarktüsü riskini saptamada önemli 
olabileceği kanısına varılmış ve olgu sayıları artırı-
larak bu araştırmaya devam edilmesinin uygun 
olabileceği kanısına varılmıştır. 
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