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PLAZMA GLUTAMIN DUZEYLERININ iKI YONTEM iLE DEGERLENDIRILMESI

THE EVALUATION OF PLASMA GLUTAMINE LEVELS BY TWO METHODS
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OzZET

Kan plazmasi glutamin analizinde kullanilan ince tabaka kromatografisi ile kombine bir spektrofotometrik yontem (ITK-
SPK) bilinmektedir. Amacimiz, bu yontem ile ince tabaka kromatografisinde 6zel okuyucu (ITK-Okuyucu) yardimiyla
gelistirdigimiz yontemi kiyaslamaktir. Bu amacla, 35 saglikli bireyden kan alinip plazmalarn ayrilmigtir. Ekstraksiyondan
sonra, ince tabaka kromatografisi ile ayriimis glutaminin spektrofotometrik ve ITK-okuyucu' aletinde miktar tayinleri ya-
pilmigtir. Sadlikli kisilerden alinan kan plazma érneklerinin ITK-okuyucu ve spektrofotomethk yéntemle bulunan glutamin
diizeyleri arasinda uygunluk bulunmustur (korelasyon katsayisi, r: 0.883).

SUMMARY

it has been knowvn a method used analysis of glutamine in blood plasma combined with thin layer chromatography (TLC-
SPC). Our aim was to compare this method (TLC-SPC) with 'TLC-Scanner’ procedure combined with thin layer
chromatography developed by us. With this aim, we collected blood from 35 healthy volunteer controls and separated
their plasma. After the extraction procedure, glutamine was separated by thin layer chromatography and quantative
analysis was carried out in "TLC-Scanner” and spectrophotometer. Glutamine results, obtained by spectrophotometric
procedure in plasma samples taken from healthy controls were complied with the results of 'TLC-Scanner’ (correlation
coefficient, r: 0.883).

GIRIS

Glutamin insan viicudunda en yiksek diizeyde bulunan
amino asid olup (1), amonyak metabolizmasinda 6nemli
role sahiptir (1, 2, 3). Glutamin hizli bir sekilde prolifere
olabilen hucreler icin 6nemli bir metabolik substrattir (1).
Pirin, pirimidin ve fosfolipidler ile glutatyon molekilu icin
bir prekursordir (2). Ayrica isi-sok proteinlerinin sentezini
uyarir (1, 2). Bunlara ek olarak, glutamin hiicre voliminin
osmotik regulasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Hem
hiicre ici protein sentezini uyarir hem de proteinlerin fos-
forilasyonuna neden oldugu bildirilmistir (2, 3). Bu amino
asidin eksikligi_sonucu, lenfositlerde antijenlere karsi geli-
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secek aktivasyon sinyalinin olusmadigi; monositlerde ise
antijenleri tanima ve fagositozda bazi aksakliklara neden
olabilecegi ileri strulmustir (1). Deneysel calismalar, yine
glutamin eksikliginin nekrotik enterokolite neden oldugunu
ortaya koymaktadir (1). ilk klinik galismalar, kemik iligi
transplantasyonu vyapilmig bireylere glutamin verilmesi
sonucu, hastalarin hastanede kalis sirelerinin kisaldigi ve
enfeksiyon insidanslarinda da bir disme oldugunu gos-
termigtir. Ayrica hiperamonemi ile karakterize edilen
hepatik ansefalopati ve Reye Sendromu ile Urre siklusunda
dogustan olan metabolizma bozukluklarinda plazma
glutamin duzeyleri artmaktadir. Siroz, respiratuvar ve
metabolik asidoz ile belirli kanser turlerinde ise plazma
glutamin miktarn azalmaktadir (2, 4). Literatir taramalarin-



dan edindigimiz tim bu bilgiler 1siginda, patolojik olgular-
da tanyi destekleme ve hastaligin seyrini izleme, ayrica
glutaminin girdigi normal veya patolojik metabolik olaylarin
mekanizmalarini  aydinlatma agisindan glutamin tayini
Onem kazanmaktadir.

Giiniimiizde amino asit tayinlerinde ITK'dan cok, yiiksek
performanshi sivi kromatografisi (HPLC) (5, 6), gaz
kromatografisi (GC) (7, 8), anyon ve katyon degistirici
kromatografiler ile kombine calisan amino asit analizorleri,
fluorometrik ve radyoaktif metodlar gibi yiksek teknoloji
gerektiren yontemler uygulanmaktadir (9, 10). Yine de ITK
kisa, ucuz ve basit oldugu icin giinimizde hala kullanila-
bilmektedir. Glutamin tayini igin bilinen ITK ile kombine
spektrofotometrik bir yontem ile yine bizim sundugumuz
iTK ile kombine iTK-okuyuculu yoéntemi uyguladik. Bu
arastirmanin amaci iki ydontemin sonuglarini kendi arala-
rnda kiyaslayarak, yeni yontemin gecerliligi hakkinda bilgi
edinmektir

GEREC VE YONTEM

Kimyasal Maddeler: Glutamin (Sigma, G 9003), ninhidrin
(Merck, 6762), kadmiyum asetat dihidrat (Merck, 2003),
isopropanol (Merck, anhidroz 405-7), aseton (Merck, 14);
silikagel 60G (Merck, 7731).

Gerecler: 20x20 cm boyutlarinda cam plaklar, ince tabaka
kromatografisi (ITK) tanki, ITK yayma aksesuvarlari, mikro-
enjektor, santriflj, otomatik karistirici, etiv, spektrofoto-
metre (Perkin Elmer Spectrophotometer Coleman 295),
ITK-okuyucusu (TLC-Scanner Model CS 920 Shimadzu).

Calisma Materyali: Hicbir hastaligi olmayan ve herhangi
bir ilac kullanmayan 20 kadin 15 erkek toplam 35 kisiden
3'er mL kan heparinli tiplere alinir. Kan 6rneklerinin 3000
rom'de 10 dakika santrifij islemini takiben, elde edilen
plazmadan 1 mL alinarak temiz bir santrif(jj tiiptine konur.
Uzerine %1 HCI iceren 8 mL aseton konup tilpiin agzi
parafinlenerek 2 saat oda isisinda tutulur. Bu slrenin
sonunda tekrar 3000 rpm'de santrifij edilir ve stzular.
Suzilen supernatant 37 "C'de kuruluga kadar ugurulur.
Geriye kalan artik 0.5 mL distile su ile sulandirilip, ayni
miktar eter ile bir kag kez ekstrakte edilir. Sulu faz tekrar
37 °C'de etuvde ugurulur. Kalinti 100 jiL distile suda ¢6-
ziindirilerek ITK'ya uygulanacak duruma getirilmis oldu.
Buradan alinan 10 |aL hacmindeki Grnek, mikroenjektor
yardimi ile aktive edilmis silikagel 60G plagina tatbik edilir,
isopropanol : %10 Amonyak (70:30) (v/v) solvent sistemi
ile doyurulmus ITK tankinda amino asitlerin ayriimasi
saglandi. Plak [arktan cikarlarak asgari 105 °C'de iki saat
hava akimli etlivde kurutulur. Lekeyi belirlemek icin
ninhidrin puskurtulerek tekrar 105 "C'de 20 dakika daha
etuvde tutuiur (11).

Yontemler: Bu asamadan sonra 6rneklere iki farkl islem
uygulanmustir.

1. ITK-SPK Yéntemi: Bu yéntem icin, Esser (12), Voight
(13) ve Wollenweber'in (14) calismalarn esas alinmistir.
Yontemde, iTK'da ayrilan glutamine ait leke plaktan kazi-
nir. Bir santrifij tiipiine konur. Uzerine metanol icinde 0.5
g/ dL kadmiyum asetat iceren cozeltiden 2 mL ilave edilir.
Pembe renkli kadmiyum-glutamin-ninhidrin  kompleksinin
olusumu icin 20 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra 10 dakika 3000 rpm'de santrifiij edilir. Daha sonra
spektrofotometrede 500 nm dalga boyunda koére karsi
okunur (Kor tlpu : Plaktan kazinan bos silikagei 60G ve
metanoldeki 0.5 g / dL kadmiyum asetat coOzeltisinin 2
mL'sinden ibarettir).

2. "ITK-Okuvucu" Yontemi: Bizim ydntemimiz, tanktan
cikarilan plaga ninhidrin belirteci puskurttukten sonra,
koyu pembe renkli glutamin lekesinin ITK-okuyucu aletin-
de 413 nm dalga boyundaki alan degerinin 6lgulmesi
esasina dayanmaktadir. Plazmaya ait glutamin dizeyleri,
glutamin standartlarinin (0.1 - 0.15 - 0.20 - 0.25 mg / dL)
10"L'sinin plaklara tatbik edilmesi suretiyle cizilen stan-
dart grafikten yararlanilarak hesaplanmigtir.

Glutaminin I TK - Okuyucu Aletindeki Calismalar
Sonucu Cizilen Standart Grafik
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Sekil 1. ITK-Okuyucusundan elde edilen standart grafik.
BULGULAR

Her iki yontem ile 35 saglikh bireye ait glutamin dizeyleri
ve bu iki yontemin karsilastinlmasinda nonparametrik
eslestiriimis t testi yapilarak iki yontem arasinda farkin
anlamli olmadig ortaya konmustur.

Tablo 1. Her iki ydnteme gore saptanan ortalama plazma degerleri
(mg/dL) ile standart hatalan (S.H.) ve istatistiksel degerlendirme sonucu.

iITK-SPK ITK-Okuyucu Eslestirilmis t-testi

| orts.H.

7.583 +0.015 | 7.711+0.067 | p>0.05

Tum istatistiksel analizlerimiz SPSS Windows programi-
nin 5.01 versiyonundaki paket programlar kullanilarak

Ege Tip Dergisi



bilgisayarda yapilmigtir. ITK-Okuyucu yoéntemine ait per-
formansi belirlemek amaciyla plaklara uygulanan degisik
glutamin standartlarini 6icerek, bu yéntemin 0.05-100 mg/
dL konsantrasyon aralijinda lineer oldugu gozlendi. Tek-
rarlanabilirlik calismasinda, 9.1, 7.5 ve 56 mg/ dL
giutamin iceren plazma Ornekleri kullanilarak 10 tekrarl
calisma sonucunda hesaplanan ort + S.D ve CV degerleri
sirastyla; 9.1+ 0.5, CV: %0.5; 7.5 £ 0.7, CV: %1.2ve 5.6 +
0.8, CV: %1.3 olarak bulundu. Verimlilik caligmalar igin
glutamin degeri bilinen plazma havuzuna eklenerek yapi-
lan calismalarda ortalama verim %93 olarak saptandi.
ITK-SPK élciim yoénteminin (x), iTK-Okuyucu (y) ydntemi
ile saglkl bireylerde alinan kan Ornekleri ile yapilan kar-
silastirmada iki yéntem arasinda iyi bir korelasyon oldugu
gbzlendi ( Sekil 2, y = 0.87 + 0.90 x, a + 2Sa= 0.714, b
2Sb = 0.044, Sy/x= 1.94, r =0.883).

Glutaminin Spek erofotom etrik Yéntem ile 1TK-
Okuyucadaki % Konsanlhasyonlann Kargriagtirilm as

v=0.87 + 0.90x
r=10.883

| t ] 4 i K 1

| ITK-SPK % Konsantrasyonla.:

Sekil 2. ITK-Okuyucu aleti ve ITK-SPK yonteminin karsilagtinimasina

iliskin regresyon grafigi.
TARTISMA

Tum amino asidlerin kimyasal yapisi ve kromatografik
davraniglari arasinda korelasyon vardir. Glutamin oldukga
polar oldugu icin, kullanilacak plak ve mobil faz seciminde

KAYNAKLAR

de oldukca polar sistemler dnerilmistir (1, 2, 3, 11, 12).
Silikagel 60G plagr ve isopropanol: %10 amonyak (70:30)
(v/v) solvent sistemi bizim laboratuvar sartlarimizda en iyi
aynmi saglayan sistem olarak belirlenmistir.

Bu arastirmada uygulamaya calistigimiz her iki yontemin
tium ekipman ve materyalleri hemen hemen tim arastir-
ma laboratuvarlarinda bulunur ve diger yontemlere kiyasla
daha az miktarda plazma gerektirir. ITK-SPK'ya gore iTK-
okuyucusu ile gelistirdigimiz yontemin tasidigi bazi avan-
tajlar vardir. Bu avantajlardan biri glutamin lekesini plak-
tan kazimaya ihtiyag yoktur. Boylece daha kolay ve az da
olsa glutamin miktarinda kayip olmaksizin dlgimid mim-
kiin olmaktadir. Ayrica ITK-SPK'da oldugu gibi komp-
lekslestirmeye gerek olmadidi igin de baska kimyasal
maddeye (kadmiyum asetat ) gereksinim duyulmamakita-
dir. Plakda renklenme islemi bitirildikten sonra lekeler 30
saniye gibi kisa bir zamanda okunabilmektedir. Bu ylzden
diger yonteme gore bizim yontemimiz daha kisa zamanda
ve daha az maliyetde glutamin miktar tayinine olanak
saglamaktadir. Bir plaga bir gok plazma tatbiki ve tanka iki
veya Uc¢ plak konmasi suretiyle cok daha fazla sayida
ornek galismasi yapilabilir.

Kontrol grubundaki plazma glutamin diizeyleri® iTK-
okuyucu” yénteminde (ort = S.H) %7.711 = 0.067 mg, ITK-
SPK yonteminde %7.583 + 0.015 mg bulunmustur. Her iki
yonteme gore bu amino asit diuzeyleri literatirlere benzer-
lik gostermektedir (15). Ayrica bu iki yontemde bulunan
glutamin duzeyleri arasinda anlamli bir farkhlik buluna-
mamistir ~ (p>0.05).  Sonu¢ olarak, ince tabaka
kromatografisi ve ITK-okuyucusu ile kombine olarak gelis-
tirdigimiz yontemin, plazmada glutamin tayininde kullani-
labilecek bir ydontem oldugu sdylenebilir.
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