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PLAZMA GLUTAMIN DÜZEYLERİNİN İKİ YÖNTEM İLE DEĞERLENDİRİLMESİ
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ÖZET

Kan plazması glutamin analizinde kullanılan ince tabaka kromatografisi ile kombine bir spektrofotometrik yöntem (İTK-
SPK) bilinmektedir. Amacımız, bu yöntem ile ince tabaka kromatografisinde özel okuyucu (İTK-Okuyucu) yardımıyla
geliştirdiğimiz yöntemi kıyaslamaktır. Bu amaçla, 35 sağlıklı bireyden kan alınıp plazmaları ayrılmıştır. Ekstraksiyondan
sonra, ince tabaka kromatografisi ile ayrılmış glutaminln spektrofotometrik ve İTK-okuyucu' aletinde miktar tayinleri ya-
pılmıştır. Sağlıklı kişilerden alınan kan plazma örneklerinin İTK-okuyucu ve spektrofotomethk yöntemle bulunan glutamin
düzeyleri arasında uygunluk bulunmuştur (korelasyon katsayısı, r: 0.883).

SUMMARY

İt has been knovvn 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).

GİRİŞ

Glutamin insan vücudunda en yüksek düzeyde bulunan
amino asid olup (1), amonyak metabolizmasında önemli
role sahiptir (1, 2, 3). Glutamin hızlı bir şekilde prolifere
olabilen hücreler için önemli bir metabolik substrattır (1).
Pürin, pirimidin ve fosfolipidler ile glutatyon molekülü için
bir prekürsördür (2). Ayrıca ısı-şok proteinlerinin sentezini
uyarır (1, 2). Bunlara ek olarak, glutamin hücre volümünün
osmotik regülasyonunda önemli rol oynamaktadır. Hem
hücre içi protein sentezini uyarır hem de proteinlerin fos-
forilasyonuna neden olduğu bildirilmiştir (2, 3). Bu amino
asidin eksikliği sonucu, lenfositlerde antijenlere karşı geli-
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şecek aktivasyon sinyalinin oluşmadığı; monositlerde ise
antijenleri tanıma ve fagositozda bazı aksaklıklara neden
olabileceği ileri sürülmüştür (1). Deneysel çalışmalar, yine
glutamin eksikliğinin nekrotik enterokolite neden olduğunu
ortaya koymaktadır (1). ilk klinik çalışmalar, kemik iliği
transplantasyonu yapılmış bireylere glutamin verilmesi
sonucu, hastaların hastanede kalış sürelerinin kısaldığı ve
enfeksiyon insidanslarında da bir düşme olduğunu gös-
termiştir. Ayrıca hiperamonemi ile karakterize edilen
hepatik ansefalopati ve Reye Sendromu ile üre siklusunda
doğuştan olan metabolizma bozukluklarında plazma
glutamin düzeyleri artmaktadır. Siroz, respiratuvar ve
metabolik asidoz ile belirli kanser türlerinde ise plazma
glutamin miktarı azalmaktadır (2, 4). Literatür taramaların-



dan edindiğimiz tüm bu bilgiler ışığında, patolojik olgular-
da tanıyı destekleme ve hastalığın seyrini izleme, ayrıca
glutaminin girdiği normal veya patolojik metabolik olayların
mekanizmalarını aydınlatma açısından glutamin tayini
önem kazanmaktadır.

Günümüzde amino asit tayinlerinde İTK'dan çok, yüksek
performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) (5, 6), gaz
kromatografisi (GC) (7, 8), anyon ve katyon değiştirici
kromatografiler ile kombine çalışan amino asit analizörleri,
fluorometrik ve radyoaktif metodlar gibi yüksek teknoloji
gerektiren yöntemler uygulanmaktadır (9, 10). Yine de İTK
kısa, ucuz ve basit olduğu için günümüzde hala kullanıla-
bilmektedir. Glutamin tayini için bilinen İTK ile kombine
spektrofotometrik bir yöntem ile yine bizim sunduğumuz
İTK ile kombine İTK-okuyuculu yöntemi uyguladık. Bu
araştırmanın amacı iki yöntemin sonuçlarını kendi arala-
rında kıyaslayarak, yeni yöntemin geçerliliği hakkında bilgi
edinmektir

GEREÇ VE YÖNTEM

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

Gereçler: 20x20 cm boyutlarında cam plaklar, ince tabaka
kromatografisi (İTK) tankı, İTK yayma aksesuvarları, mikro-
enjektör, santrifüj, otomatik karıştırıcı, etüv, spektrofoto-
metre (Perkin Elmer Spectrophotometer Coleman 295),
İTK-okuyucusu (TLC-Scanner Model CS 920 Shimadzu).

Çalışma Materyali: Hiçbir hastalığı olmayan ve herhangi
bir ilaç kullanmayan 20 kadın 15 erkek toplam 35 kişiden
3'er mL kan heparinli tüplere alınır. Kan örneklerinin 3000
rpm'de 10 dakika santrifüj işlemini takiben, elde edilen
plazmadan 1 mL alınarak temiz bir santrifüj tüpüne konur.
Üzerine %1 HCI içeren 8 mL aseton konup tüpün ağzı
parafinlenerek 2 saat oda ısısında tutulur. Bu sürenin
sonunda tekrar 3000 rpm'de santrifüj edilir ve süzülür.
Süzülen süpernatant 37 "C'de kuruluğa kadar uçurulur.
Geriye kalan artık 0.5 mL distile su ile sulandırılıp, aynı
miktar eter ile bir kaç kez ekstrakte edilir. Sulu faz tekrar
37 °C'de etüvde uçurulur. Kalıntı 100 jiL distile suda çö-
zündürülerek İTK'ya uygulanacak duruma getirilmiş oldu.
Buradan alınan 10 |a.L hacmindeki örnek, mikroenjektör
yardımı ile aktive edilmiş silikagel 60G plağına tatbik edilir,
isopropanol : %10 Amonyak (70:30) (v/v) solvent sistemi
ile doyurulmuş İTK tankında amino asitlerin ayrılması
sağlandı. Plak [arıktan çıkarılarak asgari 105 °C'de iki saat
hava akımlı etüvde kurutulur. Lekeyi belirlemek için
ninhidrin püskürtülerek tekrar 105 "C'de 20 dakika daha
etüvde tutuiur (11).

Yöntemler: Bu aşamadan sonra örneklere iki farklı işlem
uygulanmıştır.

1. İTK-SPK Yöntemi: Bu yöntem için, Esser (12), Voight
(13) ve Wollenweber'in (14) çalışmaları esas alınmıştır.
Yöntemde, İTK'da ayrılan glutamine ait leke plaktan kazı-
nır. Bir santrifüj tüpüne konur. Üzerine metanol içinde 0.5
g/ dL kadmiyum asetat içeren çözeltiden 2 mL ilave edilir.
Pembe renkli kadmiyum-glutamin-ninhidrin kompleksinin
oluşumu için 20 dakika oda sıcaklığında bekletildikten
sonra 10 dakika 3000 rpm'de santrifüj edilir. Daha sonra
spektrofotometrede 500 nm dalga boyunda köre karşı
okunur (Kör tüpü : Plaktan kazınan boş silikagei 60G ve
metanoldeki 0.5 g / dL kadmiyum asetat çözeltisinin 2
mL'sinden ibarettir).

2. "İTK-Okuvucu" Yöntemi: Bizim yöntemimiz, tanktan
çıkarılan plağa ninhidrin belirteci püskürttükten sonra,
koyu pembe renkli glutamin lekesinin İTK-okuyucu aletin-
de 413 nm dalga boyundaki alan değerinin ölçülmesi
esasına dayanmaktadır. Plazmaya ait glutamin düzeyleri,
glutamin standartlarının (0.1 - 0.15 - 0.20 - 0.25 mg / dL)
10^L'sinin plaklara tatbik edilmesi suretiyle çizilen stan-
dart grafikten yararlanılarak hesaplanmıştır.

Glutaminin İTK- Okuyucu Aletindeki Çalışmalar

Sonucu Çizilen Standart Grafik

Şekil 1. İTK-Okuyucusundan elde edilen standart grafik.

BULGULAR

Her iki yöntem ile 35 sağlıklı bireye ait glutamin düzeyleri
ve bu iki yöntemin karşılaştırılmasında nonparametrik
eşleştirilmiş t testi yapılarak iki yöntem arasında farkın
anlamlı olmadığı ortaya konmuştur.

Tablo 1. Her iki yönteme göre saptanan ortalama plazma değerleri

(mg/dL) ile standart hataları (S.H.) ve istatistiksel değerlendirme sonucu.

İTK-SPK

Ort±S.H. 7.583 ±0.015 7.711+0.067 p>0.05

İTK-Okuyucu Eşleştirilmiş t-testi

Tüm istatistiksel analizlerimiz SPSS Windows programı-
nın 5.01 versiyonundaki paket programlar kullanılarak
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bilgisayarda yapılmıştır. İTK-Okuyucu yöntemine ait per-
formansı belirlemek amacıyla plaklara uygulanan değişik
glutamin standartlarını ölçerek, bu yöntemin 0.05-100 mg/
dL konsantrasyon aralığında lineer olduğu gözlendi. Tek-
rarlanabilirlik çalışmasında, 9.1, 7.5 ve 5.6 mg/ dL
giutamin içeren plazma örnekleri kullanılarak 10 tekrarlı
çalışma sonucunda hesaplanan ort ± S.D ve CV değerleri
sırasıyla; 9.1+ 0.5, CV: %0.5; 7.5 ± 0.7, CV: %1.2 ve 5.6 ±
0.8, CV: %1.3 olarak bulundu. Verimlilik çalışmaları için
glutamin değeri bilinen plazma havuzuna eklenerek yapı-
lan çalışmalarda ortalama verim %93 olarak saptandı.
İTK-SPK ölçüm yönteminin (x), İTK-Okuyucu (y) yöntemi
ile sağlıklı bireylerde alınan kan örnekleri ile yapılan kar-
şılaştırmada iki yöntem arasında iyi bir korelasyon olduğu
gözlendi ( Şekil 2, y = 0.87 + 0.90 x, a ± 2Sa= 0.714, b ±
2Sb = 0.044, Sy/x= 1.94, r =0.883).

G l u t a m i ı ı i n S p e k e r o f o t o m e t r i k Y ö n t e m i l e 1 T K -
O k u y u c a d a k i % K o n s a ı ı l ı a s y o n l a ı ı ı ı K a r ş ı i a ş t ı r ı l m a s

= 0.87 + 0 . 9 0 x

r = 0 .88 3

İ T K - S P K % K o n s a n t r a s y o n l a .

Şekil 2. İTK-Okuyucu aleti ve İTK-SPK yönteminin karşılaştırılmasına

ilişkin regresyon grafiği.

TARTIŞMA

Tüm amino asidlerin kimyasal yapısı ve kromatografik
davranışları arasında korelasyon vardır. Glutamin oldukça
polar olduğu için, kullanılacak plak ve mobil faz seçiminde

de oldukça polar sistemler önerilmiştir (1, 2, 3, 11, 12).
Silikagel 60G plağı ve isopropanol: %10 amonyak (70:30)
(v/v) solvent sistemi bizim laboratuvar şartlarımızda en iyi
ayrımı sağlayan sistem olarak belirlenmiştir.

Bu araştırmada uygulamaya çalıştığımız her iki yöntemin
tüm ekipman ve materyalleri hemen hemen tüm araştır-
ma laboratuvarlarında bulunur ve diğer yöntemlere kıyasla
daha az miktarda plazma gerektirir. İTK-SPK'ya göre İTK-
okuyucusu ile geliştirdiğimiz yöntemin taşıdığı bazı avan-
tajlar vardır. Bu avantajlardan biri glutamin lekesini plak-
tan kazımaya ihtiyaç yoktur. Böylece daha kolay ve az da
olsa glutamin miktarında kayıp olmaksızın ölçümü müm-
kün olmaktadır. Ayrıca İTK-SPK'da olduğu gibi komp-
leksleştirmeye gerek olmadığı için de başka kimyasal
maddeye (kadmiyum asetat ) gereksinim duyulmamakta-
dır. Plakda renklenme işlemi bitirildikten sonra lekeler 30
saniye gibi kısa bir zamanda okunabilmektedir. Bu yüzden
diğer yönteme göre bizim yöntemimiz daha kısa zamanda
ve daha az maliyetde glutamin miktar tayinine olanak
sağlamaktadır. Bir plağa bir çok plazma tatbiki ve tanka iki
veya üç plak konması suretiyle çok daha fazla sayıda
örnek çalışması yapılabilir.

Kontrol grubundaki plazma glutamin düzeyleri" İTK-
okuyucu" yönteminde (ort ± S.H) %7.711 ± 0.067 mg, İTK-
SPK yönteminde %7.583 ± 0.015 mg bulunmuştur. Her iki
yönteme göre bu amino asit düzeyleri literatürlere benzer-
lik göstermektedir (15). Ayrıca bu iki yöntemde bulunan
glutamin düzeyleri arasında anlamlı bir farklılık buluna-
mamıştır (p>0.05). Sonuç olarak, ince tabaka
kromatografisi ve İTK-okuyucusu ile kombine olarak geliş-
tirdiğimiz yöntemin, plazmada glutamin tayininde kullanı-
labilecek bir yöntem olduğu söylenebilir.
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