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BOLUOM I

GIRIS ve AMAG

Calismamizda normal insan plazmasinda bulunan glutamin ve
asparajinin dizeylerini Slgmek ig¢in modifiye bir ydntem gelisg-
tirilmistir. Esser (15), Voight (47) ve Wollenweber'in (55) ga-
lismalari esas alinmistir. Bunlardan bdagka bu konuda yapllan
digrer caligmalar incelendifindns, amino asidlerin seperasyonunda
tek ve ¢ift dimensiyvonlu kar*it ve ince tabaka xromatografileri
kullanilmigtir (2,3%,6,1%,35), Iyon deXistirici kromatozrafi (34),
Katyon defistirici kromatografi (1%) ve kolon kromatografileri
(4) ile kombine amino asid analizdrlii sistemler bu iki amino a -
sidin tanimi ve miktar tayinlerinde'kullanllmlstlr. Ayrica ilgi-
1i enzimlerin kullanilmasiyla spektrofotometrik (SFK) ve fluoro-
metrik ydntemler gelistirilmistir (10,32). Bunlardan baska baza
iki degerlikli katyonlar ile kompleks tuzlarai olugturmak siretiy-
le kompleksometrik Slcilimlere gidilmistir (17). Glutamin icin kiit-
le spektrometri ydntemi (24), hassas radyoaktif yontem (1) ve gaz
kromatografisi (8) yontenleri lizerinde de calisilmistar.
Asparajin i¢in asvarajinaz enzimi ile muamaie sonucu olusan a-

monyafin . iymn selektif elektrodlar ile miktar tayin -



leri yapilmigtir (32). Bu saydiimiz yontemlere ek olarak hem
glutamin hemde asparajin tayinleri i¢in yiksek performansli 1li-
kit kromatografisi (HPIC) yaygin olarak kullanilmaktadir (28 ).

Aragtirmamizda TIC yontemi ile kombine olarak bir spektro-
fotometrik (TIC-SPK) ydntem geligtirilmeye galigilmigtir.TIC'de
separe edilen asparajin ve glutaminin kullanilan kadmiyum tuzu
ile olugturduklari renkli kompleks yapinin absorbans deferleri-
nin SPK ile 6l¢limii esasina dayanir. Ayrica bu galigmada TIC-Sca-
nner (TIC-SCN) aletinde eldeedilen degerler ile TLC-SPK ydntemi
ilé bulunan degerleride karsilagtirma imkani olmugtur,

Normal 35 kiginin kan plazmasindaki glutamin ve asparajin
diizeyleri literatiirlere uygun bulunmustur (21,50,52,56,57),
Yontemimizin hassasiyetini saptamak amaciyla primer gut hastala-
rinda yapilmig plazma glutamin ve asparajin deferleri ile bizim
deferlerimiz kargilastirilmgstir. Buldupumuz deferler literatiir-
ler ile uygunluk gostermigtir {21,22,55,56),

Glutamin viicutta bir ¢ok maddenin biyosentezine azot dondril
olarak katilir (1,%3%,%9), Bdbreklerde asit/baz dengesinin korun-
masinda Snemli role sahiptir (22,23,32,4%,50). Beyinde iki ndro-
transmitterin prekiirsérii durumundasdair (31,45,48). Orta veya uzun
slireli ag¢likta glutamin yakit maddesi olarak kullanilir (11,22,
23,32,43), Ayrica asparajin ve glutamin belirli kanser tirlerin-
de Snemli rol oynar (25,26). Hem asparajinin hemde glutaminin im-
miin sistem iizerine onemli etkileri vardir (25).Bunlara ek olarak
asparajin glikoproteinlerin yapisina girer, ornitin dekarboksila-
" zin. indikksiyonunda gdrev alir (16). Mitokondride glioksalata
baglil glisin sentezinde asparajin goérev alar (31),

"Bu iki smino asidin kan plazmasida artip azaldifi patolo-. ..



jik olgular da s8z konusudur., Asidosisde (33,35,38,50) glutaming
gizofrenide (36) asparajinde onemli artig olmaktadir. Bazi kan -
ser tiirlerinde her iki amino asidde de azalmalar tesbit edilmig-
tir (25,26).

Literatiir taramalarindan edindigimiz bilgiler 1gifinda diger
amino asidlere gore degisik fonksiyonlar gdsteren asparajin ve
glutaminin gérevleri ,patolojik olgularda plazms seviyelerinin
deisimi bizi, Once normal sonra patolojik plazmada bu iki amino
asidin analizlerine g&tiirmiigtiir. Bu aragtirma kan plazmasinda -
bulunan asparajin ve glutaminin kantitatif olarak tayinine ola-
nak saflamigtir, Standart grafiklerin ¢iziminden sonra aspara-.
Jin i¢in yontemin uygulanmasi ve sonu¢ alinmasi 7 saatte , glu-
tamin icin 10 saatte tamamlanmaktadir. Ayni anda bir ¢ok ornegin
caligilabilmesi miimkiindiir.

Sonu¢ olarak bu yontemin ucuz, basit, sonug¢glarin giivenilir
olmasi ve az miktarda plazma gerektirmesi bu yontemin avantaji-
dir. Bu arasgtima bir on g¢aligma olup patélojik olgulara uygula-
nabilir dzellikte olduu kansatindeyiz.



BOLUM II

GENEL BILGILER

Asidik Amino Asid Amidleri : Glutamin ve Asparajin

Aspartat ve glutamat amino asidlerinin karboksil gruplari
bir mol amonyak ile amidlegme reaksiyonuna girmesi sonucu olu-
gsan yenl amino asidler asparajin ve glutamindir, Aspartat ve
glutaqat asidik 6zellikte iken asparajin ve glutamin notral-
dir (5). Agafida asparajin ve glutaminin agik kimyasal formiil~-

leri ve kimyasal isimleri verilmigtir.

COOH ?OOH
CHNH (HNES
| 3 H
CH PE2
V2 CH
?:0 P2
NH2 ?::0
NH2
I-Asparajin: X - aminosiiksi- I-Glutamin:Glutamik asit - 5
namik asit - amid.

Sekil 1. Asparajin ve glutaminin ag¢ik kimyasal yapilari ve

kimyasal isimleri.



II-1. GLUTAMIN VE ASPARAJININ ORGANIZMADAKI GOREVLERI
II-l.1. Glutaminin GGrevleri

II-1.1.1. Kan ve Dokulardan AmonyaZin Uzaklagtirilmasi
‘Amonyak , kan ve dokulardan agafidaki tepkimeler vasitasiy-
. la hizla uzaklagtirilarak ~en az miktarlarde bulunmasi . (0.02-

0.03 mM) saglanir (5).

Ketoasidin aminasyonu :

?OOH ?OOH
H,O
NH
o ¥ S e
55 iy
08 ph2
COOH COOH
K -Ketoglutarat Glutamat

Glutamatin amidasyonu :

AaTp Glmn ADP4Py H,0

. NHg
COOH AW W sentatez A 22 CONE,

?Ha ( Beyin ve diger dokularda) 9H2

Pl PHa

CHNH, , ( Bsbrek ve karacigerde) CHNH,

COOH N ‘\\ COOH
J//rrGlutaminaz_

Glutamat NHB Hzp Glutamin

Glutaminin gorevi amonya®i gegici olarak depolamak , tagi-
mak ve dokularda amonyak konsantrasyonlarini toksik diizeylerin
altinda tutulmasini saglamaktir, Bu G6zellikle amonyafa son de-
rece hassas olan beyin i¢in ¢ok onemlidir. Karacifer ve bobrek-
te glutaminden glutaminaz enzimiyle amonyak liretilir. Karacig-

erde bu amonyak lireye gevrilirken bobrekte asit/baz dengisinin



korunmasinda rol oynar. Idrar amonyafinin %80'inin prekiirsdrii

plazma glutaminidir (57).
NH5____ Glu DOKULAR

Gln
BUBREK \\\a KARACIGER

Gln Gln
l" 1 ) l
Glu FHB Fﬂa Glu
| |
{ Yy
IDRAR A-| [URE| .

MONYAGI

Sekil 2, Amonyafin glutamince diger dokulardan taginimi ve
bdbrek ile karaciger tarafindan farkli gekillere
ddniigtiiriilmesi.
II-1.1.2. Glutaminin Asit/Baz Dengesindeki Gorevi
Kan pH derecesi genellikle gok dar sinirlar igeresinde dii-
zenlenir., Normal pH degerleri 7.35-7.45'dir ve 6.80'nin altin-
daki deferler ile 7.70'in iistiindeki deZerler hayati tehlike o-
lugturur. Normal ve karigik bir diet ile beslenen bir insan 24
saatlik peryod iginde 40 mmol amonyak ve 40 mmol titre edilebi-
lir asiti digari atar. Viicut bu asiti kompanse edebilmek ig¢in
tampon sistemleri kullamir (5,50).

Bu tamponlayici sistemlerden biri amonyak tarafindan olug-~
turulur. $ekil 3' de gbsterildigi gibi distal tiip hiicrelerinde
karbonik anhidraz ile agifa ¢ikarilan H*iyonlarlnln amonyak

ile birlegmesi sonucu olusan amonyum hizla distal tip liimenine



absorbe olur. Amonyum iyonu pozitif yiikli oldugu ig¢in membran-
dan ge¢isi uzun siirer ve distal sivida (idrarda) kalir, Amon-
yak tek bir H*iyonu absorblayabilir. Distal liimene gegen amon-
yum , distal sivida bulunan NaCl gibi bir sodyum tuzunda, sod--
yumun yerine geger ve Ng—H*degistokus mekanizmasiyla Ng reabsor-
be edilir. BSylece sodyumbikarbonat (NaHCOa) olarak Na plazme-
ya yeniden geger. Amonyum ise idrara emonyumklorir(NH,C1) ola-
rak geger. Ayrica bu mekanizma , kanda sodyum diizeyinin korun-

masina yardim eder (5,7,%2.,50).

Plazma Tip hiicresi Tu:ﬁ:r
H,0+ CO,
Karbonilq
' anhidraz
A
H,CO, No'Cl”
M
NoHeoy<}a28arL  eop deert L g
+ +
H’ d:.qarz cr
disar, +
» Gln —I——'NHS SR L
$
Glu ilgH&l}_
rarla
0y + Hy0 atilir

Sekil 3, Bdbrek tiip hiicrelerinde glutaminin asit/baz
dengesindeki gdrevi (50).

" Amonyak , glutaminaz ve glutamin dehidrojenaz enzimlerinin
katalizledigi bdbrek mitokondrisinde. glutaminden hidroliz edilir.
Reaksiyonlar agagida verilmigtir (32).
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H,O + Glutamin (deamidasyon)> Glutamik Asit «+ NH3
Glutaminaz

Glutamik Asit (deaminasyon) S v _xetoglutarat + N,
Glutamin dehid-

rojenaz

NHy + H — NH; (Amonyum iyonu).

Glutaminaz enzimi asidotik kogullarda indiiklenebili? ve re-
nal kompensasyonda H+iyon1ar1n1n ortamdan uzaklagtirilmasizi
kolaylagtirir. Normal protein dietinde 0.2 ile 1l g. amonyak
bu yollar ile wuzaklagtiralar. Amonyafain 2/3' i glutaminden ,
1/3'ii de glutamattan daaminasyonla saplanir (5Q). Bdbrek sito.=
zoliinde adenin niikleotidinin amino grubuna azot akimi oldufu bi-
linir. Bu azot akimiyla pilrin niikleotidinin halka olugumu. saf-.
lanir. Ancsk kronik asidosisli durumlarda pilirin niikleotit hal=
kasinin olugumunu sinirlayici enzim olan Adenilosiiksinat sente-
tazin aktivitesi ikl misli artarcdk idrar amonyum atilimni arti-
rir. Yani asidosis durumunda bdbrek sitozoliinde amonyak ilireti-
mi olmaktadir (19,45). Sigan ve Gine piglerinde yapilan bir
¢aligmada da (27) bdbrek tiibliler hiicrelerinde glutamin sente-
zinin H+iyonl§r1 konsantrasyonunca direkt olarak regiile edil-
digi gosterilmigtir. Kan pH'sy 7.l'de amonyojenezis orani ar-
tarken , "glutamin sentetaz H*iyonlarlnca inhibe edilmisgtir.

Ancak kan pH'si 7.4'de amonyajenezis orani azalirken , glutamin

‘sentetaz aktiftir.

Tiubliler hiicrede glutaminin amid azotunu verdikten sonra CO2

ve H,0' ya yikilim olur (32). Bu yikilim yolu gekil 4' de ve-
rilmigtir.
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CIZONHZ NH, + (" ({OO‘

(CH,;), ’ (CH;),

I — |

(I:H NH; CH NHjy
I

COO~ COO-

glutamin

@)+ NH,

glutamat

COO~ NAD+H’
I H
(CH,), , H,O
| : 7,0,
CO
I
COO~
2-oxoglutarat
5CO,

8H,0

6NADH,
6H*, 2FADH,

40,

-

Sekil 4. Bobrek tiibliler hiicrede glutaminin amid azotunu

verdikten sonraki yikilimi ve proton dengesi (32),

II-1.1.3. Glutaminin Azot Dondrii Olarak Katildifi Biyosen-
tezler
Pirin ve pirimidin niikleotitleri , histidin, triptofan ve
asparajin amino asidleri , karbamil fosfat, nikotinamid.adenindi-
niikleotit koenzimi , paraaminobenzoikasit (PABA) , glukozamin-
6-fogsfat'in biyosentezlerine glutamin amid azotunu vererek kati-

lir (1,38,39).
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II-1.1.4, Glutaminin Beyin Dokusundaki Gorevi

GABAnerjik néronlarda X - aminobiitirik asit (GABA) ve glu-
tamatnerjik ndronlarda glutamat ndorotransmitterlerin prekiirséri
glutamindir, Sigan beyninde sinaptik ve nonsinaptik orjinli mi-
tokondrilerin ayirt edilmesi ig¢in glutamin lizerinde durulan bir
¢aligmada, sinaptik mitokondrilerde nonsinaptik mitokondrilere
kiyasla iki kez daha yliksek afininiteye sahip ve doyurulabilen
bir transport mekanizmasiyla glutamin alinimi olur, Sinaptik mi-
tokondrilerde bu alinimin vmax deZeri nonsinaptik mitokondri-
lere kiyasla 7 kez yiiksektir. Sinaptik ve nonsinaptik orjinli
mitokondrilerde glutaminin farkli alinimlarinin ndrotransmitter
glutamat sentezinin regiilasyonunda onemli bir mekanizma olug=
turdugu iddia ediilmgktedir. Glutaminin , glutamata hidroligzi
baglica beyin hiicre mitokondrilerinde lokalize olmug fosfata
bagimli glutaminaz enzimiyle katalize edilir. Bdylece glutaminin

mitokondrl . igine girmesl ve enzim aktivitesi ile glutamata
déniistiirmek siiretiyle glutamat ndrotransmitteri regiile edilebi-
lir. Mitokondri ic¢ine giren glutamin ile glutamat akimi arasin-
da dogru orantili bir iliski vardir. Glutaminin mitokondri ig¢ine
- girigini ., glutamat ve « -~ ketoglutaratin normal konsantrasyon-
lari inhibe eder (‘45).

GABA ndrotransmitteri bir ¢ok hayvanda sinir dokularinda
bulunan Snemli bir nérotransmitterdir ve genig bir gekilde me-
melilerin beyninde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. GABA me-
meli beyninde en dnemli inhibitor transmitterdir. GABA'nin sen-
tezi igin glutamat kan akimindan alinamaz, fakat hiicre sitoplaz-

masinda. glukozun yikilimi sonucu olusan 2-ketoglutarattan no-

ron i¢inde ya transaminasyonla ya da gluterin dehidrojenazla &—
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minasyon yoluyla glutamat liretilir. Ayrica glutamin prekiirsdriin-
den olusan glutamattan GABA sentezine gidilir (3.). Tim bu an-
latilanlari: asggirdaki gekilde Gzetleyebiliriz.

Norotransmitter

Glutamat

4 noron
dig:

Glukoz _E'x"_egg_? 2-Ketoglutarat ——m——> Glutamatcs)————) GABA (s)
ddngiisi (:) I'GD néron

PREKURSOR I diga

Glutamin(s) Norotrans-
Endogen Gigtamin(m) mitter GABA
PREKURSOR II

Sekil 5. Gluteminin glutamat ve GABA norotransmitterlerine
gevrilmesi ( s: sitoplazmik, m: mitokondrial ).
1- Aminotransferaz
2- Glutamat dehidrojenaz
3~ Glutaminaz (mitokondri dig zarinda, fosfata
bagimli).
4. Glutamat dekarboksilaz
- Glukozun Krebs dongiisiiyle olusturdufu glutamat havuzu, en-
dojen glutaminin olusturdugu glutamat havuzundan 2-% kez daha bi-
yiuktir.
- Mitokondri i¢ zarinda bir glutaminaz enzimi daha wvardir.
Bu enzim fosfata bapfimli olmayip enerji liretimi i¢in glutamat ve-
rir (45).
II-1.1.5. Glutaminin Kanser Hiicrelerindeki Gorevi
Glutaminin eksik oldufu ortamda degiglik orjinli biiyiiyen
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insan 16semi hiicre gesitleri karsilagtirilmistir. Promiyelositik
HI~60 B lenfoblastoid hiicre ¢egidinin biliylimesi yiiksek oranda glu-
tamine bagimla iken‘T hiicreleri glutaminden bagimsiz bir gekilde
prolifere olabilmektedir (26). Memeli hiicrelerinde genig dlg¢iide
metabolik yollara katilan en yiikksek plazma diizeyine sahip amino
asid glutamindir (11,26). Belirli tiimdr hiicrelerinde bulunan glu-
tamin ile normal dokular kargsilagtirildiginda tiimdr hiicreleri
glutamini gabuk kullanip, sentezini daha yavag yaptiklari ic¢in
glutamin eksiklifine maruz kalirlar. Sonu¢ olarak glutaminin a-
zalmasiyla malign hiicrelerin ¢ofaslmasi ve DNA sentezinin inhibis-
yonu beklenir. Bu agamada belirli plirin bazlari veya niikleozid-
lerin eklenmesiyle DNA inhibitor etkileri ortadan kaldirilabilir.
BSylece . glutaminin prekiirsér olarak katildigi niikleik asitlerin
hiicre proliferasyonu igin gerekli oldufu hipoteziyle uygunluk
gdésterir. Glutamin denova pilirin sentezinin ilk basamafinda gerek-
1lidir, birkag basamak sonra hem AMP hem GMP ig¢in yaygin prekir. -
sbr olan IMP geklini alir. Glutaminin eksikliginde guanin niikle-
otid sentezi ve denova plirin sentezinin bastirildifi goriilir.
igte bu tip glutamine hassas olan malign tiimdrlerin tedavisi i-
¢in glutamin eksikligi olusturmak amaciyle glutaminaz enzimi kul-
lanilir. BOylece malign hiicrelerin proliferasyonu i¢in gerekli
olan glutamin hidroliz edilir. I- Glutaminaz klinikte ndrotoksik
oldufu i¢in tekbasina kullanilamaz. Ancak glutamin sentetaz ak-
tivitesini sekonder olarak azaltarak glubamin eksiklifi yaratan
L—asparajinaz ile kontamine edilerek kullanilabilir. Glutamin ek-
sikligi ile glutamin sentetaz aktivibtesi arasinda zit bir kore-
lasyon vardir. Yani malign tiim6r hiicresine glutamin saglamak i-

¢in glutamin sentetaz indiiklenir. L-Asparajinaz kullanimi saye-



sinde bu enzim de inhibe edilmeye c¢alisilir (26).

II-1.1.6. Glutaminin Uzun ve Drta Peryodlu A¢liktaki Gorevi

24 saat ile 24 giin gibi orta silireli a¢lik peryodunda viicut
yakit maddesi saglamak amaciyla bazi metabolik defisikliklere
ugrar, Oncelikle yiiksek olan glukoneojenezis yolu azalir ve bir
sonraki basamakta keton cisimleri gibi maddelerin kandaki konsan-
trasyonlari artar. Bu degigiklikler dokulardan gegen arterio-ve-
nds kanin icindeki degigsik konsantrasyonlardaki metabolit ve degi
gik yakitlarin belirlenmesi ile bu peryodlar siiresince olugacak
metabolik degigiklikler hakkinda bilgi edinilmigtir. A¢liZin 1ilk
iki gilini glukoneojenik prekiirsdrler laktat , gliserol ve amino
asidlerdir. Laktat anaeorobik glukoz metabolizmasindan, gliserol
adipoz dokudaki lipolizisden ve amino asidlerde kasta bulunan
proteinlerin yikilimi ile elde edilir. (32).

Aclik siiresince kas ig¢inde upradiklari metabolizmadan dola-
y1 kan akimi i¢ine glutamin ve alanin salinir. Glutaminin bir
kismi barsaklarda absorblayici hiicreler tarafindan metabolize e-
dilir (7,18,22,32,43). Glutaminin %50'si kadarm da : barsaklar-
da tekrar kan akimina verilmek {izere alanine gevrilir. Bu yolun
net sonucu miikemmel bir glukoneojenik prekiirsér olan alanin ka-
racigerde kullamilir. /Her.bir gin igin gerekli 50 gram glukozu -

saglamak i¢in 90 gram iskelet kas proteini amino asidlere yikilir.
Kas préteinin yarisindan g¢oXunun kaybina viicut dayanamaz ve bu
yol sadece 17 giin siirer. Bir kiginin ag¢liktan dlmesindeki siireyi
kas proteinlerinin yikiliminin siirmesi belirler. A¢lik peryodu-
nun sonlarina dogru asidosis ortaya g¢ikar. Glinki kanda sirkiile
yaZ asitleri,keton cisimlerinin konsantrasyonun artmasiyla bir-

likte bébrekte H*iyonlarlnln artigi gozlenir. Bu durumda idrarda
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proton tamponu olan glutaminin azot atomlarindan olugan amonya¥-
in H+iyonlar1n1 el imine etmesi gerekirken, glutaminin“C,atomlarl
glukoza ¢gevrilir(32). Ag¢likta karaciger‘dokusunda-da glutamin i-
retimi ve salinimi artar (7). A¢ligin sonlarznda artik onemli

bir glukoneojenik prekiirsér olan alanin yerini glutamine birakir.

keton .

ci#imleqt\\\\
KC

Sekil 6. Orta siireli aglik peryodunda yakit kullanim
modeli (32).
Uzun siireli ag¢likta tek fark keton cisimleri kas ve karacigere

gitmeden dogrudan beyinde metabolize olur. (32).



IT-1.1.7. Glutamin ve Asparajinin Immiin Sistem Hiicrelerin-
deki Gorevi

Glutaminin 6nemli miktarda immiin sistem hiicrelerine gerek-
1i olduZu uzun zamandan beri bilinmektedir (11,25). Asparajin ve
glutaminin immiin sistem hiicrelerindeki etkilerini incelemek ama-
ciyla labaratuar farelerine I~asparajinaz enzimi verilmigtir.
Clinkii L-asparajinaz, glutaminaz aktivitesine ayni derecede sahip-
tir ve hem asparajin hem de glutamini birarada tiiketir (glutamin4
su —glutamat+ amonyak)., Bu sayede glutamin ve asparajinden yok-
sun bir ortam yaratilir. E. coli‘den elde edilmig I-asparajinaz
enziminin ddrt gin boyunca farelere verilmesi ile dalagain B hiic-
relerinin sentezlendii yerde histolojik defisikliklerle birlik-
te dalak sgirli¥inda azalma gdzlenir. Ayrica T hiicre antijenleri
taslyén lenfositlerde artma, imminoglobiilin tagsiyan B lenfosit-
lerde azalma olur., Hem Ig G hem de Ig M'nim miktarlari azalir.
Koyun kirmizi kan hiicrelerinde sitotoksik cevaba kargi olusan an-
tikorlarda azalma olur. Timusta agirlik kaybi ve hiicre sayisinda .
azalma olusur. Tiim bu immiinosiipresif etkiler glutamin ve aspara-
Jin eksikli¥inden kaynaklanmektadir. Ancak asparajinin tek bagi-
na eksiklipi bu immiinosiipresif etki ig¢in yeterli olmazken hem as-
rarajin hem glutaminin eksikligi immiinosiipresif etki olugturdufu
ileri siiriilmiigtiir (23,25,43), lemelilerde asparajin sentezinde
azot dondrii glutamin oldugundan (2%,25,38,43) glutamin eksikligi
de asparajin eksiklifini Snceden haber verir(25). Ayrica gluta-
min ve asparajinin hidrolizi sonucu olusan glutamat, aspartat,
amonyagin da immiinosiipresif etkiye sahip olduklari bilinmektedir
(12).



II-1.1.8. Glutamin ve Asparajinin Ince Barsaklarda Yakat
lladdesi . Olarak Kullanilmasa

Ince barsaklarin liimeninde glutamin, asparajin, glutamat ve

aspartat bliyik miktarlarda bulunur. Bu glutamin ve asparajinin
ince barsaklardaki absorblayici hiicrelerde metabolize edildiZini

gosterir. Ag¢lik siiresince hatta bir gecelik ag¢lik boyunca barsak
limeninde hazir bulunan bu amino asidlerin miktarlari azalir (32).
Bu durumda kan dolasimindaki glutaminin ¢ofu sodyum gradientine
bagli olarak absorblayici hiicrelerce alinir. Ag¢likta ince barsak-
lar igin tlm enerjinin % 40'ini glutamin saglar (7,18,22,23,32,33,
43),

II-1.1.9. Glutaminin Hizli Bdliinen Hiicrelerdeki Gérevi

Glutamin, pirimidin ve plirin niikleotitlerinin sentezi igin
gerekli aspartat ve azotu saglayarak dokularda daima kullanilar,
TUimdr hiicreleri ve hizla bdliinen lenfositlerde glutamin. Onemli
miktarda kullanilar. Bu hiicreler disiik intraseliiler glutamin ve
yiksek glutaminaz aktivitesine sahiptirler. Glutamin bu hiicreler-
de hem yakit maddesi olarak hem de niikkleotit sentezlerine katil-
mak siiretiyle gorev yaparlar (18, 22,32).

II-1.1.10, Glutaminin Pankreatik Atrofi ve Karacifer Yagg-

lanmasini Onleyici Roli

Glutamin barsak ve pankreatik acinar hiicreleri ig¢in Gnemli
solunam yakitidir ve azotun organlar arasi transportunda Snemli
‘rol oynar. Hepatik metabolizmayi etkiler. Ince barsagin bir bdlii-
mu ¢ikarilmis olan siganlarain glutamin igermeyen bir diet ile bes-
lenmeleri sonucu pankreas agirlifi ile pankreasin DNA ve protein

igerifi azalirken karacigerde lipid igerigi artar. Pankreas -



taki acinar hiicrelerin biiyilikligii, sayisi ve protein igceriginin
azalmasindan dolayi pankreatik atrofi olusur. Glutamin eklenmig
ana diet pankreas acinar hiicre metabolizmasi ig¢in Snemli bir
substrattir ve acinar hiicrelerin protein sentez kapasitesini
korur. Glutamat ve glutamin indirekt olarak pankreasin biiylimesi-
ni uyaran humoral stimiilatérdiir ( kolinerjik ve/veya GABAnerjik),
Glutamin igermeyen hipertonik glukoz ¢6zeltisi ile beslenen kemir-
genlerde ise karacigerde dort degisik anormallik olugur. Bunlar§
artmig karaciger ya¥ sentezi, karaciger ya¥ mobilizasyonunun
dizenlenememesi, artmig hepatik yaZ alinimi ve azalmis hepatik
yag oksidasyonudur. bBu bulgulara raZmen karacifer yaglanmasini
onleyen glutaminin mekanizmasi heniiz anlagsilamamigtir. (23).

II-1.1.11, Travma ve Ameliyat Sonrasi Olugacak Negatif

Azot Dengesinde Glutaminin Rolii

Kas dokusunda onemli miktarda bulunan amino asidler guluta-
min ve alanindir. Travma ve 6zellikle abdominal cerrahi girigim
sonrasinda iskelet kasinda fazla miktarda glutamin kana salinir.
Glutaminin biiylik miktarlarinin kas digina salinimi kas kiitlesim _
de negatif azot denzesine yol acar. Ancak ameliyat sonrasi total
parenteral beslenme (TPB) sivisina glutamin veya 2-ketoglutarat
eklenmesiyle negatif azot dengesi Onlenir. Ameliyat sonrasi TPR
ile verilen glutamin veya 2-ketoglutaratin gdrevi kastaki prote-
in metabolizmasina "C" iskeletini saflayarak kasta glutamin kon-
santrasyonunun inigini azaltmaktir. BOylece azot dengesi korunur
(22,43). Ayrica cerrahi travmelardan baska endotoksemi ve sep-

S8isin etkisiyle de kaslarda negatif azot dengesi olusur (43).
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IT-1.2. Asparajinin Gorevleri
II-1.2.1. Asparajinin Kanser Hiicrelerindeki Gorevleri
Akut lenfositik losemililerde dnemli miktarda asparajin gen-
tetaz eksiklipi s6z konusudur. Boylece normal hiicreler ig¢in non-
esansiyal olan asparajin malign hiicreler ig¢in esansiyeldir., As-.
parajinaz akut lenfositik 15seminin tedavisinde kullanmak ama-
ciyla E. coli ve V. succinogenes'den elde edilir. Asparajinaz ,
asparajini irreversibl bir gekilde aspartat ve amonyum iyonla-
rina ddniiglinii katalize eder. Eger asparajinaz aktivitesi kan do-
lagimindakorunur ise , kanda asparajin dilizeyi belirlenemez ve as-
parajine duyarli loseml hiicreleri 6liir. Asparajinazla yapilan .
invitro cgaligmalar asparajinin T hicreleri ile akut lenfositik
losemiye kargi etkili oldupunu gdstermigtir. Ancak B hiicreleri
asparajine kargi duyarsizdir. Asparajinazin ya karigik lenfo-
8it reaksiyonlari veya diger mitojenlerden biri ile stimiile ee
dilmig lenfositlerin invitroblastojenlik cevaplarinin kuvvetli
bir inhibitdri oldugu gdésterilmigtir (16,25). Plazmada aspara =
Jjinaz konsantrasyonu 1 IU/ml oldufu an blastojenezis total olas
rak bastiralir. Blastodenezisin asparajinaz enzimince inhibis~
yonunda ii¢ agiklama yapilabilir : 1- Asparajin , doku kiiltiir or-
tamindan hizla uzaklagtirilir. 2~ Glutamin tiikketilir. 3- Lenfo-
sit membranlardaki glikoprotein~:esept6rleri'gspgrgjinazca,du~
yarsiz hale getirilir, Bu’tahminlerl969 ile 1974 yallari arasin-
da ortaya atilmig olmalarina ragmen normal ve ldsemili lenfo-
Sitlerin invitro asparajinaz inhibisyonu hala tam manasiyla an-
lagilamamigtir (25). L-Asparajine hassas hiicrelerde glisin ami-~
no asidinin tiikketimi hizlanir ve bu olayin asparajinaza direng

li timSrlerde olmayigi da onemli bir delildir. Asparajine hasss



timdr hiicrelerinde glisin eksikligi yaratir. Glinkii asparajin,gli.
Sinin prekiirsdri olan glioksalati , glisine asparajin aminotrans-
feraz vasitasiyla doniigtirilir. Efer ortamda yeterince asparajin
yok ise glisin de olugamaz. Glisin malign hiicreye ulagamaz ise
yine hiicre 5liimii ile sonlanir (30),

II~1.2.2, Asparajin ve Glikoprotein Yapisi

Immiinoglobiilin ve protein yapili hormonlar gibi hiicrelerden
salgilanan bir ¢ok glikoproteinlerde amino agid 1ile seker-
in baglanisy asparajin ve geker arasindaki bir N :glikozit
bagi ile olur (32).

II-1.2.3. Asparajinin Ornitin Dekarboksilaz Indiiksiyonunda

Rolii

Asparajin, Nd iyonu ve intraseliiler alkali pH hiicre proli-
ferasyonunun kontroliinde kritik rol oynar. Hiicre i¢i pH' nin dii-
zenlenmesinde N&/H'kanali gorev yapar. Ni/H'degigtokusu ile , H'
hiicre digina gikarak intraseliiler pH'da artma olugtururken Na'da
hiicre igine girer. Intraseliiler N& konsantrasyonunun artmasina
bagli olarak L-serin , IL-alanin ve Gzellikle intraseliiler alka-
lizasyonu olugturan LQ asparajinin hiicre i¢ine alinimi kolayla=
gir. Ornitin dekarboksilszi kullanarak poliamin biyosentezinin
artiginil saglayacak hormon ve biiylime faktdrlerinin etki edebile
mesi ig¢in amino asidler ve N&'un bulunmasi zorunludur. Ozellik-
le I~asparajinin mM seviyesinde dahi , herhangi bir metabolik
degigiklik veya proteinlere inkorpore olmaksizin, sadece pi'da
artma saglayarak ornitin dekarboksilazi indikler., Bu indiikleme-
de hiicre proliferasyonunu saglar (16).

II-1.2.4, Asparajinin Mitokondride Glioksalattan Glisin

Sentezindeki Rolii

Mitokondride asparajin- glioksalat transaminasyonu vardir.
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Asparajin aminotrasferaz enzimince asparajinin amid N'u gliksalata |
transfer edilerek glisin sentezlénir. Glisin 6zellikle kanser
hiicreleri ig¢in Snemlidir. Mitokondride asparajinin normal kata-
bolizmasi sonucu oksaloasetata ¢evrilisi ortamda asparajine uy-
gun bir aminoakseptdrvar ise inhibe edilir. Bu aminoakseptdrler
glioksalat ve piriivattir (30).

\ II-2. GLUTAMIN VE ASPARAJININ MeTABOLIZMALARL

II-2. 1. Glutaminin Metabolizmasi |

-II~2.1.1. Dokularda Glutamin Metabolizmasi

II-2.1.1.1. Kas Dokusunda Glutamin Metabolizmasi ve Ducul

Kasta, karaciger dokusundan daha g¢ok amino asid oksidasyonu
gozlenir. Bunun dnemi ii¢ sekilde agiklanabilir: Ilki amino asid-
lerin oksidasyonu kas igin gerekli ATP'nin &dnemli miktarlarimi
verir., Ornegin valin ve 18sinin birer molekiillerinin glutamin a-
mino asidine gevrilmesi ile 16 molekiil ATP iiretilir. Buna kargin

iskelet kasinda valin ve 10sin gibi dallanmig zinecirli amino a-

sidlerin katabolligmasi diigliktir ve kasin dinlenmesi ig¢in gerekli
ATP'nin %10 kadarini saglayabilir. Ancak amino asidin CO,' e ka- |
dar tamamen oksidasyonu ATP'nin olugumunu iki katina ¢ikarir.
Kasta dahaiyiiksek oranda okside olarak enerji eldeedilmesini sajZ-
layan amino asi@ler aspartat, glutamat, ve glutamindir (32).

ikinei olarak alanin karacigerde onemli bir glukoneojenik
prekiirsordir. Uzun siireli a¢lik doneminde kana gegen glutamin

barsak hiicrelerinde alanine gevrilerek kullamilar (32).

|
|
I
Uglincii olarak asid/baz dengesinin korunmasinin gerekli oldu- I
\
gu durumlarda ve lenfositler gibi hizli bdliinen hiicreler igin i

kastan glutamin salinimi olur (7,18,23,32,39).

Kasta glutamin orijini olarak bilinenler hem amonyak hemde
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glutamat kaynaklari olarak diigiinilmektedir. Lésinin "C" iskele-
ti 2-ketoglutarati verir. Losin amino asidine ait azot ise ya

karacigerde amonyak iiretim tarzina benzer glutamat dehidrojenaz
enzimiyle, yada plirin niikleotit halkasinin enzimlerince gerekli
miktarda amonyapa doniigtiiriiliir. Sonug¢ta glutamata amonyaZin in-

korporasyonu glutamini verir (Sekil 7.,22,32).

malatQ‘ﬂ\ P Transdeaminasyon
.oksaloaset&; v
funarat | asetilCoA \\\
TCAsiklusu
sikslinat sitrat

isositrat amonyak
siiksiniICoA n

1

\
\.
AN

2-ketoglutarat

Transaminasyon

glutamat

2-0kso-3 metilbiitirat

CLuTANMLN
Sekil 7. Kasta glutamin sentezi ig¢in Gnerilmis yol (32).
Yapilan bir galigmada intraseliiler glutamin konsantrasyonu
iié iskelet kas protein miktari arasinda iyi bir korelasyon ol-
‘dupgu gosterilmigtir. Artmis glutamin konsantrasyonu protein sen-
tezinin artmasina neden olmaktadar.lnvitro hepatik ribozomlarca

proteine , 1l6sin inkorporasyonunu artiran glutamat ve glutamin,




daha az olarakda aspartat ve asparajin hiicre serbest sistem sti-
miilasyontinda difer amino asidlerden daha etkili bulunmugtur(l6, 2

,II-2.,1.1.2. Bobrek Dokusunda Glutamin Metabolizmasi ve

Onemi

Glutaminin, babrgkte onemli .me%abolik rolii atilabilen pro-
tonlarla kolayca ve yeterli miktarda amonyak iiretimi ve bu saye-
de vicudu asidosise karsi korumaktir (7,27,32,49). Amonyak bdb-
rekte amino asid metabolizmasindan saZlanir. Amonyagin en biiyik
prekirsori glutamindir. Burada asparajinde olaya azda olsa kati-

lir, Bobrekte glutamin metabolizmasi sekil 8'de gdsterilnigtir.

TGA
) . siklusu
N -
givtamin B -
co,
NH4

2-0KSOGLUTARAT  glytgmat OKSALOASETAT
. Malat
Glutamat
dehidrojenar ’/PEPCK
(NADP') PEP

glikoneojenez

Y

Y

Glukoz
Sekil 8, Bobrekte glutaminin metabolizmasi (32).

Glutamin, bobregin hem distal hemde proksimal tiipleri vasi-

tasiyla glomeriiller filtrat ve kan akimindan alinir. Hiicre ic¢in-
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de glutamini glutamata gevirerek amonyak liretimini katlizleyen
glutaminaz enzimi bulunur. Bsbrekte bulunan glutaminaz enzimi-.
ninh iki cesidi (izoenzimler) vardir. Bunlardan biri mitokondri-
de bulunur, aktivasyonu igin fosfat iyonlarina gereksinim du -
yar ve fosfata bagimli glutaminaz enzimi olarak bilinir. Digeri
ise fosfat iyonlarinin yoklugunda aktiftir ve luminal membran-
1n i¢ kismnda lokalize olmugtur (9,22,32,40,49,50). Mitokondri-
al enzimin amonyak iliretiminde dnemli rol oynadifi diigliniilmek-
tedir. Yani glutaminin goZu mitokondrial membrana gegerek bdb-
rekte metabolize olur. Bu gegig mitokondrinin yliksek enerji du-
rumuyla baglantili bir tasiyici mekenizmayla gerceklegtirilir,
Fosfat iyonlarina bagimli glutaminaz enzimiyle {liretilen glutamat
glutamat dehidrojenaz ile 2-ketoglutarata ¢evrilirken ikinci
bir amonyak molekiilii daha olugturulur. Sitrik asit siklusunun
normalde olugsan bir kisim reaksiyonuyla da 2-ketoglutarat ma-
lata gevrilir. Malat mitokondrinin digina verilir. Bundan sonra
malat ya malat dehidrojenaz ile oksaloasetat yada malik enzin
vasitasiyle da piriivata gevrilebilir. Oksaloasetat , fosfoenol-
piriivat karboksikinaz enzimiyle PEP'ye ¢evrilir. ve PEP'de piri-
vata pirlivat kinaz enzimiyle gevrilir. Her iki yolda da piriivat
olugumu gdriiliir. Piriivat mitokondri ig¢ine girdikten sonra sit -
rik asit siklusunda tamamen oksidasyon igin pirivat dehidroje-
naz ile asetil Co A'ya gevrilir, Tim bu reaksiyonlar d6zetlenir-

se :
Glutamin + 4 1/2 0, ——>2NHy 5 CO, + 2H,0

Ayrica bdbrekte fruktoz - bifosfataz ve glukoz -5-fosfotaz enzim-
lerinin varliginda PEP'de glikoneojenik yol vasitasiyla glukoza

gevrilir: Bu reaksiyon dzetlenecek olursa,
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2H.0 ¢+ 2 Glutamin % 3 O2 — 5»Glukoz ¢ 4002 + 4 NH3

2

Glutamin metabolizmasinda PEP'nin oksidasyonu asetil —Co A'ya
veya glukoz olugumu ig¢in fruktoz bifosfota ¢evrilmesi bazi ko-
sullara baglidair. Ornegin aglik siiresince glutaminden iliretilen
PEP tumiiyle glukoza ¢evrilir. Bu kogullar altinda bobrekte olu-
gan pirilivatin oksidasyonu inaktif gekilde bulunan piriivat dehid-
rojenazdan dolayi gidetle inhibe edilir (32).

1I-2.1.1.3. Barsak Dokusunda Glutamin Metabolizmasi ve

Onemi

Son yillarda glutamin , glutamat , aspartat ve asparajin
amino asitlerinin ince barsaklarin hiicreleri iginde metabolize
olduklari gozlenmigtir. Bu metabolizma alanin amino asidine ,
sitrilline ve laktata gevrilme veya saydifimiz bu dért amino
asidin 002'e oksidasyonunu igerir. Bu amino asidlerin metabo=_
lizmasindan tiireyen bir kisim azot atomlari alanin veya situriil-
line inkorpore olmadan amonyak geklinde kan dolaslmlna salinir,
Barsaktaki glutamin metabolizmasi genel olarak bobrekteki glu-
tamin metabolizmasina benzer, fakat iki spesifik degigiklik vaﬁ-
dir. Glutamat , glutamat dehidrojenaz enzimiyle degil transami-.
nasyon ile 2-ketoglutarata gevrilir. Malatin pirlivate ¢evri-
ligi de dekarboksilleyici malat dehidrojenaz enzimiyle olur.Bu
enziu NADH veya NADPH ile 1iligkili olarak agafida gosterildigi

gibi islev goriir.

+
Malat + NAD(P)H —— Piriivat + NAD(P) + Cco,

Uretilen piriivat ya sitrik asit siklusu ile okside edilebilir

veya aminotransferaz vasitasiyla alanine gevrilebilir. En azindan
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glutaminin % 50'si absorblayici hiicrelerce tamamen okside edile-

bilir (Sekil 9. , 32).

2 - oxoglutarat

siklusu

Sekil 9. Ince barsak hiicrelerinde glutamin metabolizmasi(32)
Barsafain amonyak lirettigi ancak birkag¢ yildir bilinmektedir.
Bunun son yillara kadar barsak i¢inde yayilmig lireden barsak bak-
terilerinde bulunan iireaz enziminin etkisiyle ortaya gaktigi tah-
min edilmekteydi (5). Giiniimizde gegerli gérig, glutaminin azot
atomuna ait amidden amonyagin derive edilmesidir ve karacigerde
lire sentezi igin miktar olarak onemli bir kaynak olugturmasidar.
Glutamin ‘' hem ince barsaklarin liimeninde sindirilmis proteinden
hem de glutaminaz enzimi tarafindan deamidasyonun yapildii yer

olan ince barsaklarin absorblayici hiicreleri tarafindan alinir.
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Glutamin ile birlikte diet glutamat ,aspartat ve asparajinin . -

amino‘grubundaki azot atomlari amanyakdan baska alanin, prolin

ve sit:ﬁlbin seklinde incebarsaklardan ayrilir. Amonyak ve bu lg

azotlu madde hepatik portal ven ile karaciZere tasinir. Bu azot-
ld biiesiklerin azot atomlarinin % 60 kadarinin sig¢anda lire ola-

rak aatildigy - tahmin edilmektedir (Sekil 10., 32).

CiGER

NHg—
INCE BARS L/ ure:

Sekil 10. Karacigerde ire sentezi ig¢in azotlu maddelerin sag-
lanmasi (31).
II-2.,1.1.4. Karacifer Dokusunda Glutamin Fetabolizmasi ve
Onemi
Incebarsaklarin absorblayici hiicreleri hepatik portal ven
igine amonyak vermesinden dolayi bu ven diger damarlardan 10 kez

daha yiliksek amonyak konsantrasyonuna sahiptir ve karaciferde sen-

tezlenen iirenin % 30'u bu amonyak¢a karsilanir. Karaciferde ii-
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re siklusuna girecek azot kaynaklari dokulardan salinan glutamir
ve alanin ,q;ye_t‘_b_gfl gelen amino asidlerin transdeaminasyonu sont
cu olusan azot ve barsaklardaki amonyaktir. Sekil 1l.'de goste -
rildigi gibi iire sentezine girecek olan aspartat,glutamattan
transaminasyonla sentezlenirken, glutamat da glutaminden . ..-:=
deamidasyonla sentezlenir., Bdylece glutamin karaciferde iire sen-

tezi i¢in gerekli amonyak ve aspartat olusum mekanizmalarina dog

rudan katilar (7,32).

glufamin
//’f okso
okso
- aa sit asit .4
i
|
2-oxogluturat 2-oxoglutarat
-
Y
glu¥amat
NH s oxoloacetut

asportat:

Sekil 11. Karaciger dokusunda glutaminin aspartat ve amonyak
olugumundaki gorewi (32).
'II-2.1.1.5. Adipoz Dokuda Glutamin Metabolizmasi ve Onemi
Son caligsmalar adipoz dokuda glutamin metabolizmasinin kas

dokusundaki metabolizmaya benzer bir metabolizma olduPunu gds -~



termistir. Ya® dokusunda da -dallanmig zincirli. amino -asidlerin

metabolizmalari sonucu alanin ve glutamin .amino asidleri olus-

turulmaktadir. Ancak dalli zincirli amino asidlerin ka¢ karbonu-

nun bu amino asidlerin olugumu ig¢in krebs dongiisiiniin arabasamagi-

na verecefi ve ka¢ tanesinin lipojenezis igin asetil-CoA'ya gev-

rilecegi bilinmemektedir (32).

IT-2.1.2. Glutaminin Biyosentezi

Glutamin, glutamin sentetaz enziminin etkisiyle doku ig¢inde

sentezlenir, Koyun beyninden yiiksek oranda saflagtirilmig gluta-

min sentetazin, glutamin biyosentezinin mekanizmasini tayin ga-

lismalarinda kullanmigslardir/5). Glutamin liretiminde kullanilan

ve glutamata amonyafin inkorporasyonunu saflayan glutamin sente-

taz enzimi ATP'ye bagimlidar.

de gdrilmektedir.

. W ..

y ! ADP H N-C-H
+ O0— {?_O-ADP —2 37

o~ Enzim ?Hé
Mg+2 sz

AL

0 0-P-0
!
o

Enzim baZla

¥-slutamil fosfat

I
+
HBN—C-H

—
-P;

+NH3

/

I~Gl1

Biyosentez mekanizmasi gekil 12°'

coo

I
CH

I 2
o
Cc
N
0

utamir

Sekil 12, ATP'ye bafimli Glutamin sentetaz ile glutamatin,gluta-

mine geriligi (52).

Bu reaksiyonda glutamatin karboksilat; grubu ATP'nin y- fosforil

grubuna atak yapar, ADP ayrilir ve yiliksek enerji ilireten anhidrid
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¥~ glutamil fosfattan bir Pi ayrilir ve amonyak yerini alarak
glutamin olugur(52). Glutamin sentezi bobrek, karacifer, retina,
beyin ve kas dokularinda olmaktadir. Kan glutamini ise biiylk o-
lasilikla karaciger tarafindan sentezlenmektedir (38). Glutaminin
-biybsentez = kontrol mekanizmasi , glutamattan glutamin sente-
zini saglayan glutamin sentetaz enziminin bazi inhibitdrlerince
sazlanir. Glutaminin azotunu kullanan metabolitlerin 6'si ,bu
enzimin kismi inhibitorleridir. Bunlar AMP, triptofan, glukoza-
min-6-fosfat, karbamilfosfat, histidin, .GIF'dir. E.coli'de glu-
tamin sentetaz aktivitesi alanin,serin, ve glisin ilede inhibe
-edilmektedir. Bu enzimin gergekte . onbes inhibitdri tesbit
Iedilmistir. Bunlardan bagka metal iyonlari ve proteinler ile
substrat inhibitarleri glutamin sentéta21 baglama.fégénéginde
oldugu gdsterilmigtir (38).

II-2.1.3. Glutaminin Katabolizmasi

Glutamin, beyin, bdbrek, karaciger, retina gibi dokularda
bulunan glutaminaz enzimi ile hidroliz edilir (5,31,38,50).

coo™ v 1,0 NAD  naDHeR® P00
< - HzN-C-H C=0
hsi‘*'f' H  GLuTAMiNgz > s 17 4 i,
CH, iz CH,
| <+ * -
Ic coo~ H,0 Co0~
2\
0% “NH,
I~-Glutamin I~Glutamik °(-Ketoglutara
Asit

Sekil 13, Glutaminin Katobolizmasi (5).
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Glutamin, glutaminaz enziml vasitasiyla glutamik asit ve amonya-
ga hidroliz olur. Glutamik asit glutamat dehidrojenaz enzimiyle
A -ketoglutarata indirgenir (Sekil 13) ve daha sonra Krebs sik-
lusu yoluyla okside edilir veya glukoza gevrilir (5).

II-2.2. Asparajinin MNetabolizmasi

Memeli asparajin metabolizmasi hakkinda L-asparajinazin an-
tineoplastik etkisinin kesfine kadar hig¢bir Onemli aragstirma ya-
Pilmamigtir. L-Asparajinaz enziminin tiimor hilcrelerindeki iglev-
lerine gore bazi hiicresel kurallarin belirlenmesine rafmen, nor-
mal hiicrelerde asparajin metabolizmasi konusunda ne kadar az gey
bildigimiz dikket g¢ekiecidir.

Miktar olarak en fazla asparajin metabolizmasinin oldugu
yer karacigerdir ve ¢ok spesifik olarak sigan karaciferi mitokon-
drisi asparajin metabolizmasindaki organellerin roliiniin ¢aligil-
masinda iyi bir model tegkil etmigtir. Hiicre sitoplazmasinda as-
parajin biyosentezi gergeklegirken, yikimi hem sitoplazmada hem-
de mitokondride farkli enzimler vasitasiyla olur. Ayrica aspara-
Jinin liglinedi bir yikilim yolu daha bulunmugtur (29).

II-2.2.1. Asparajinin Biyosentezi

Oksaloasetatin ﬁ'-C’nuna glutamik asitten bir amino grubu-
nun transfer edilmesi ile aspartat amin6 asidi olugturulur. Bu
reaksiyonu katalizleyen aspartat transaminazdir. Aspartatin
karboksilat grubuna bir amino grubunun .eklenmesiyle de aspara-
jin sentezlenir. Bu reaksiyonu ise ME*ATP ve glutamine bagimli
asparajin sentetaz enzimi katalizler (38).

- - - Asparajinin biyosentezinde azot dondrii olarak glutamin kul-

lanilair, Bazi organizmalarda glutamin yerine amonyaga bagimli o-

lan ikinci bir asparajin sentetaz yolu daha vardir. Bu yol sade-
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ce Dbiiylikk ihtimalle amonyak konsantrasyonunun yliksek oldufu za-
man kullanilmaktadair ( 30,50). Bu asparajinin biyosentezi hiicre-

nin sitoplazmasinda gergeklesir( Sekil 14, 30).

Co0™ A ~keto Co0™ coo0™
| Glu glytarat I Gln Glu + |
C=0 H, N-C-H H_N-C-H
| o -
CH CH 2
[ 2 1l | 2 2 b=0
coo~ CoO~ MgATP  MgAMP+PP; |
NH
+H 2
Oksaloasetat L-Aspartat L-Asparajin

Sekil 14. Asparajinin Biyosentezi (38). 1l: Aspartattransaminaz
2: Asparsjin sentetasz.

I1-2.2.2. Asparajin Katabolizmasi

A-sparsjin once asparajinaz enzimi ile hidroliz edilerek as-
partat ve amonyum iyomlarinl verir.. Aspartat daha sonra &£- keto-
glutarata bagimli bir transaminaz ile oksaloasetata gevrilir. O-
lugan oksaloasetat Krebs giklusuna katilarak okside edilebilir
veya glukoza gevrilir (Sekil 15., 38).

cod H.0 NHZ (00~ A-keto oy, cog
[ 4

e ! 2 glutarat )
HN-C-H } Z HoN-{-H & / . 6=0
CH CH ? CH

Pzg Asparajinaz éog. Aspartat- &Og‘
NH2 transaminaz
L-Asparajin L-Aspartat Oksaloasetat

Sekil 15. Asparajinin Katebolizmasi (38).

Asparajinaz enzimi karaciper, bobrek ve beyinde bulunur (9,30,36).

Yikilimi hiicre sitoplazmasinda gerceklegir (30).



Asparajinir indirgenmesi ig¢gin ikinci bir yol mitokondride
gergeklegir. Mitokondrideki asparajin katabolizmasinda iki fark-
11 enzim gorev almakta olup bu enzimler sitoplazmada bulunmazlar.
Bunlar, asparajinaminotransferaz ve wramidaz'dir. Asparajin mito-
kondride Once asparajinaminotransferaz enzimi vasitasiile p -keto-
siiksinamata (= 2-oksosiiksinamik asit) ve w-amidaz enzimiylede ok-
saloasetikasite ve amonyaga gevrilir. Bu oksaloasetikasit mito-

kondrinin matriksinde hizla olugur ve sitrik asit siklusuna ka-~

COOH CONH?
] 5 |
CHy . CH,
H.NCH L4 H, NCH
27 1 27
COOH COOH
Aspartat Asparajin
l’ 3
000K CONH,
CHs Ph2
=0 - 0=0
{ 4 COOH
ool
. 2-0ksosiiksinamik Asit
Oksaloasetik
Asit

Sekil 16, Hiicre mitokondrisinde asparajinin metabolizmasi (30,36
1l: Asparajin sentetaz 2: Asparajinaz 3: Asparajinaminotrans-

4: w-amidaz. feraz.

Asparajinin ili¢lincli bir yikilam yolu daha bulunmugtur. Asparajin.

aminotransferazi inhibe eden aminooksiasetatin varlipinda ortama



ketoasid olmayan bir substrat eklendifinde, beklenmedik bir ge-
kilde biliylik miktarda 002 olusur. Bu bilgi oldukg¢a ilgingtir.
QGlinki ne oksaloasetik asitten aspartik asite, daha sonra trans-
aminasyonla tekrar oksaloasetik asit d0niiglimi olan katabolizma
reaksiyonlarina asparajin katllmaz. Bu arastirma isaretlenmis;
asparajin ile ayni isaretli 002 varligil ile ispat edilmistir.
Ancak bu yolun detaylari su anda kesin degildir (30).

II-3. Kanda ve Diger Fizyolojik Sivilarda Serbest Glutamin

ve Asparajin Miktarlari

Normal insan plazmasinda glubtamin diizeyi 5.8-9.7 mg/100ml
asparajin diizeyi ise 1.0-1.4 mg/100ml olarak bulunmugtur (50).
insan fetal plazmasinda glutamin 11.2 mg/100ml, asparajin 0.6mg/
100ml olarak verilmistir. Bir baska kaynafa gore insan plazmasin-
da 0.5-0.7mM, intrageliiler sivida 2.3-7mM glutamin bulunur (56).
A¢ ve normal bir insanin plazma glutamin diizeyl 6-10 mg/100ml'dir.
(57). Normal insan idrarinda glutamin 100mg/24 saat. ve aspara-
jin Simg/24 saat miktarinda atilair (20,21). Kolon kromatografi-
si yonteminde normal insan kan plazmasinda glutamin dizeyi 0.49
mikromol/ml, asparajin diizeyi 0,05 mikromol/ml iken normal insan
idrarinda glutamin 0.21 xg/ml, asparajin ise 0.29 ﬁg/ml diizeyle-
rinde bulunmustur (31). Iyon degigtirici kromatografi yontemi ile
normal insan plazmasindaki glutamin diizeyi 0.206-0.766 mikromol/
ml , asparajin diizeyide 0.018-0.084 mikromol/ml olarak verilmig-
tir., Bu ydntem ile bazi patolojik olgulardaki bu iki amino aside
ait veriler tablo 1'de gosterilmistir (34).

Kronik sizofreni gibi psikotik hastalikli bir insanin aglik
plazmasindaki asparajin konsantrasyonu normal diizeyin 4-8 kati

kadardir. Asparajin dlizeyl serebrospinal sivi ve eritrositlerde
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Glutamin [Asparajin { Glutamin

Hastalik umol/ml pmol/ml | Asparajin

gtiyoloji-
s8i bilinme-

| yenkonviil-
sif hasta-~
] lar.

0.847 0.047 18,00

Battered

Child 0.429 0.038 11.3
Sendromu

Konjestif

hastalaga

Pankreati-.|

e 0.370 0.018 20.6

Erythemaw

multifor-

mibullo-
aum

0.395 0.012 32.9

ronik bron

g1t - pul 5 495 0.039 12.7
oner fib-

rozis

Tablo 1. Bazi patolojik olgularda asparajin ve glutaminin kan

plazma konsantrasyonlari (34).
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daha ¢ok artmigtir. Asparajin konsantrasyonundaki dnemli artis
biyiik olasilikla beyinde asparajinaz enzimi eksikliginden kaynax-
lanmaktadir. Buna gore gizofrenili hastalarin defisik fizyolojik
Ssivilarindaki asparajin konsantrasyonlari plazmada 58«13 mikro-
mol/ 1, serebrospinal sivida 6.9-29 mikromol/l, eritrositlerde
10.2 - 22 nmol/g olarak verilmigtir (27).

Hiperamonemia ile karekterize edilen hepatik ansefalopati
ve Reye sendromu ile iire siklusunda dofugtan olan metabolizma bo-
zukluklarlndéIplazma—glutamin miktari artar. Hiperornitemide,
ornitintranskarbamila; yetersizligi ile karbamilfosfeh senitchnn
yetersizlijinde kanda glutamin konsantrasyonu artar (8).

II-4, Dokularda Serbest Glutamin ve Asparajin Miktar:i

100 g kuru kdpek °: dokusundaki mg cinsiden bulunan gluta-
min miktarlarini agapida oldugu gibl ifade etmigtir : Kalp 225ng,
diafram 183 mg , iskelet kasi 12é ng, beyin 64mg, karacigger 45 mg.
bobrek 11.3 mg'dar. ( 50 ).

Si¢an serebral korteksinde g;utamin ve asgparajin igerikleri
.lizerinde fluorometrik calismalar sonucu glutamin 4,03 puol/g, as-
parajin 1.26 pmol/g olarak verilmistir (31). Fare beyin ve kara-
ciger dokularinda spektrofotometrik yontem g¢galigsmalari sonucu
. glutamin beyinde 3669.1 nmol/g, karacigerde 2937.5 nmol/g olarak
bulunmugken asparajin beyinde 60.8 nmol/g, karaciferde 505.8 nmol,
g olarak bulunmustur (10).

Hem respiratuar asidosis hemde metabolik asidosisde agikga
renal glutamin sentezinin azsldifgs gosterilmigtir. Gine domuzla-
riyla yapilan bir ¢aligmada pH ile glutamat, amonyak ve gluta-
min arasindaki iligkl tablo 2'de gbsterilmigtir. Asidosisde glu-
tamin ile birlikte glutamat ve amonyak miktarida azalir (27).



Metabolik .

a1 . H 7.1(CO

depigiklikler PH 7.4 PH 7.1 pH 7.1( 2)
Glutamat n38.. ¢ 80 214 * 62 102.%°113
Amonyak 400 % 62 2228t 36 169 £ 51
Glutanin 503 £ 78 246 * 145 226 + 61

Tablo 2. Gine domuzu bdbrefinden 1izole edilmig kortikal tiiplerce
yapilan glutamin sentezine respiratuar veya metabolik a-
sidosisden kaynaklanan diigiik pH'nin etkisi gdsterilmig-
tir (27). ( Degerler nmol/gr. olarak verilmigtir),

ITI-5. Primer Gut ve Glutamin Metabolizmasi

Gut hastaligi hiperiirisemi ile birlikte akut artrit ndbetleri
eklemlerde ve eklem gevresinde sodyum iirat birikimi (tofiis) ile
bobreklerde iirik asit tasi olugumuyla gdzlenen metabolik bir bo-
zukluktur. Gutu olan hastalarin %90'1 erkektir., Bunun nedeni er-
keklerde plazma-iirik asit diizeyinin kadinlara gore normalde da-
ha yiiksek olmasidir. Hastalifin baglangici 40-60 yaglari dolayin-
dadir. Hastalik belirgin ailevi yigilim gbstermektedir. Hiperiiri-
semi kalitsal bir metabolik bozukluk sonucu ortaya ¢ikarsa primer
. gut, bazi gevresel faktdrler ve kazanilmig hastaliklar (16semi,
kronik neffit, polistemia) ¢ikarsa sekonder gut terimi kullanil-

maktadir. Urik asit insanlarda piirin metabolizmasinin son iiriinii-



dir ve pilrin sentezini artiran nedenler iirik asit olusumunu arti-
rarak hiperiirisemiye neden olur. Hiperiirisemide gut hastalifinin

baglica nedenidir, Glutamin plirin biyosentezine katilair ve piirin

halkasinin 3 ve 9 nolu azot atomlarini kendi amit-azotundan ve-

rir(49).

Primer gute neden olabilecek serum iirik asitinde artma spe-~
sifik enzim bozukluklarindan kaynaklanmaktadir., Primer gutta olug-
tuu saptanan glutamin ile ilgiii enzim defektleri agafidaki ge-~
kilde gosterilmigtir:

Pirin Biyosentez Basamafinda ,

Riboz-5~-fosfat
l Glutaminaz I
PRPP + Glutamin g ®  Glutamat
Glutamatdehid-
rojenaz.
o -Ketoglutarat
5-fosforibosilamin

l
l

l

Inosinik Asit

|

Urik Asit

Jekil 17. Primer gutta glutamin metabolizma bozuklugu (5,45).



Plirin biyosentezinin diizenlenmesinde glutaminin intraseliiler
konsantrasyonu dnemli rol oynamaktadir, Denova piirin biyosentezi-
nin resksiyon draninin diizenlenmesinde belirleyici tek amino asit
substrati glutamindir (21). Metabolizma sirasinda kullanilabile-
cek glutamin konsantrasyonunun artmasina neden olabilecek iki
enzimatik anormallik ileri siiriilmistiir.Bu enzimatik anormallik-
lerden biri olan renal glutaminaz I eksikligi , bobreklerde da-
ha az miktarda glutaminin hidréliz. olmasini sdflayarik,  glutamin
miktarinin artmasina yol agmaktadir. Gutlu hastalarda goriilen a-
monyak atilmasindaki azalma bu sekilde ag¢iklanmaktadir. Ayrica
primer gutlularda fazla tiibliler reabsorbsiyonuylada idrarda is-
tatistiksel olarak anlamli bir gekilde (p{ 0.001) glutamin ige-
pinde azalma olmaktadir. Bobreklerde glutamin birikintisinin &-
nemli 6lgiide artmasi , karaciZerde pilirin biyosentezi ig¢in daha
fazla substratin saflanmasina yol ag¢maktadir.

Diger enzimatik bozuklukta glutamat dehidrojenaz enziminin
eksikligi, glutemin sentezi igin daha fazla glutamak saflayaca-.
gindan glutamin yapiminda bir artigsa neden olabilecegi ileri sii-
rillmigtiir. Ayrica yiksek glutamat konsantrasyonu glutaminaz T'i
inhibe ederken glutamin sentetazida indiikleyici etkiye sahiptir.
Karaciger ve bdbreklerde artmig olan glutamin, plazma diizeyini
artirmaksizin hizli bir gekilde plirin metabolizmasina katilir.
Bdylece primer gutlu kisilerdekl plazma glutamin diizeyi ile nor-
mal kigilerin plazma glutamin seviyesi arasinda istatistiksel o-
larak anlamli bir artis olmamaktadir (p) 0.2, 20,21,56,57).

IT-6, Amino Asid Tayinleri

Amino asidlerin tanimi ve miktar tayinleri ig¢in oldukga dey-

igik y6ntemler uygulanmigtir. 1950-60'1l1 yillarda amine asidle-



rin teghisleri igin tek ve ¢ift dimensiyonlu kaZit kromatografi-
leri oldukc¢a sik kullanilan ydntemlerdendi (13,41). Ozellikle 60
11 yillara gelindiginde kagit kullanimina oranla daha pratik o-
lusu, materyalden kazang ve daha kisa zamanda daha hassas mad-
deler ilizerinde g¢aligma olanagl yaratan tek ve gift dimensiyonlu
ince tabaka kromatografileri gelistirildi ve amino asidler bu kro-
matografi tiiriine bagariyla uygulandi .(2,3,6,13,35,47,51,55). Ay-
rica . TIC ile kombine olarsk amino asidlerin teghis ve miktar
tayinleri igin spektrofotometrik (SPK) ydntemler geligtirilmigtir
15,47,55). 1962 yilinda amino asidlerin bazi iki degerlikll kat-
yonlar ile kompleks tuzlari olusturmalarindan hareketle bakir-
iodometri yontemi ile titrimetrik olarak miktar tayinlerine gi-
dilmigtir (17). 1965'de iyon degistirici kromatografi ilizerinde
dzellikle asparajin ve glutamin miktar tayinleri yapilmig ve

bu tayinlere etki edebilecek ortam kosullari (181, nem ) arag-
tarilmigtar (34). 1967 yilinda fizyoloJjik sivilarda:ndtral ve
asidik amino asidlerin kolon kromatografisi ig¢in deigik tilirde
recine kullasnimlari ile birlikte amino asid analizorleri de dev-
reye sokulmugtur (4). 1970'li yillara gelindifinde biyolojik ma~
teryalde IL-glutamin ve L-asparajinin miktar tayinleri i¢in ilgi-
1i enzimlerin kullanilmasi ile spektrofotometrik ve fluoromet-
rik yoéntemler geligtirilmistir (10,31). Yine bu yillarda amino
asid analizdrleriyle birlikte uygulamaya sokulan yeniden diizen-
lenmig katyoh degistirici kromatografi kullanilmigtair (19).
1975'de glutaminin pikomol (pm) diizeyindeki miktarlarina Olgebi-
lecek hassaslikta radyoaktif bir metod ve yine ayni hassaslikta
‘galigan filtrasyon yOntemleri uygulanmaya baglanmigtir (1,52).
Ayrica gaz kromatografisi hem asparajin hemde glutamin i¢in kul-



lanilmigtir (8). Yine ayni yillarda asparajin ig¢in herhangi bir
belirte¢ kullanmaksizin immobilize edilmig asparajinaz ile as-
parajinin inkiibasyonu sonucu olugacak amonyum iyonlarinin kon-
santrasyonu, amonyum iyon segicili elektrod kullanmak siiretiyle
miktari oO0lg¢ililiir ve buradan asparajin konsantrasyonu belirlenir
(33). 1982'deki bir ¢aligmada kiitle spektrometri yontemi igin
biyolojik Srneklerden glutaminin amid azotunun izolasyonu ile
miktar tayinine gidilmistir (24). Analizdr uygulamalari genel-
likle degisik tiirde kromatografi ydntemleri ile kombine galigil-
maktadir. Ozellikle katyon defigtirici kromatografi , iyon de3ig-~
tirici kromatografi ve kolon kromatografileri ile olugturulan a-
mino asid analizdrli diizenekleri siklikla kullanilmiglardir.
Glinlimiizde hem agparajin hem glutamin ve tiim amino asidlerin mik-
tar tayinleri igin kullanilan yontemler yiiksek performansli 1i-
kit kromatografisidir (28).

Bununla birlikte TLC uygulamalari ucuz, basit ve gabuk so-
nu¢ vermesinden dolayi hala tercih edilmektedir.

INCE TABAKA KROMATOGRAFISI  (14)

Ince tabaka kromatografisi (ITK) bir fizikokimyasal ayirma
yontemi olup bir karisimi olusturan maddeleri gabuk, hassas ve
iyi bir ¢dziimle ayirdifindan diger tani ve ayirma yontemleri i-
¢inde Onemli bir yere sahiptir.

ITK'da stasyoner faz olarak kullanilan adsorban madde, cam
yada metal plaklar lizerine ince bir tabaka halinde kaplanir.
Ayrilacak maddeler karigsiminin uygun bir g¢odziiclideki ¢ozeltisi
- ya noktalar yada bantlar geklinde plak ilizerime uygulanir ve bu
plak uygun bir ¢oziicii sistemi (mobil faz) igeren siki kapatilmig

bir tankin igine yerlegtirilir., (oziicii sistemi adsdrban iizerinde



kapiller hareketle yikselirken karisimdaki maddelerde birbirin-
den ayrilir (plagin dev010pe olmasi). Renksiz maddeler plak i -
zerine bir uygun belirtec piiskiirtiilerek goriiniir hale getirilir.

Bilinmeyen bir karigimin ayrilmasinda adsorban ve ¢oziici
sistemi beraberce gorev yaptiklarindan bunlarin se¢imi uygun bir
bi¢imde yapilmalidir., Ayrica devolope lislemi ve tankin atmosferi
gibi uygun ¢aligma kogullarinmi segmek de Onemlidir.

Stasyoner Faz : Tabaka, ¢egitli firmalar tarafindan 6zellik-

le 1ITK icin yapilmig adsorbanlardan biri ile hazirlanir, Adsor-
ban cam yada metal plak lizerinde diizgiin bir gekilde kaplanmala,
kalinlii her yerinde ayni olmalidir, Kaplanmig pla¥in boyutlari
20x20 cm veya 20x10 cm kalinli¥i ise 0.1-0.3 mm olabilir, Anali-
tik amag¢lar icin kullanilacak en uygun tabaka kalinlii O0.2mm'dir.

Plaklarin Hazirlanmasl : Gerekli miktarda adsorban tartila-

rak distile su ile genis afizli bir balonda hava kabarcifi olug-
turmamaya dikkat ederek homojen bir kiitle eldeedilinceye kadar
karistirilir, Tim karistirma siiresi 90 saniyeyli agmamalidir. Bu
gekilde hazirlanan sulu siispansiyon hemen plak ¢ekme aletinin i-
¢ine konur, onceden temizlenmig, kurutulmus plaklar ilizerine sii-
ratle ve kesintisiz tek bir hareketle yayilir. Hazirlanan plak-
lar oda i1sisinda 1 gece (8-12 saat ) bekletildikten sonra adsor-
banin cinsine gdre farkli 1isi derecelerinde aktive edilir., Akti-
ve edilmig’ plaklar, labaratuardaki nem ve buhardan korunmasi i-
¢in kullanilincaya kadar desikatorde saklanir,

Mobil Faz : Bir yada birkag ¢ozlicliden ibaret olabilir. Gozii-

ciiler analitik saflikta olmalidair. Mobil faz birkag¢ g¢ozliciiden i-
baret ise karisim orani toplam hacim 100 olacak gekilde belirti-

lir. adsorbsiyon kromatografisinde ¢oOziiciiler eliisyon etkilerine



gore eliiotropik seri diye adlandirilan bir grup altinda toplan-
migtir. Ornegin polar olmayan heksan zayif, kloroform orta kuv—~
vette bir eliisyon etkisine sahipken , polar ¢dziicii olan metanol
kuvvetli bir eliisyon etkisine sahiptir., Dielektrik degismezide
bir bilesigin polaritesi hakkinda Bilgi verir, Yani bir ¢oziicii-~
niin dielektrik sabitesi ne kadar yiiksek ise polariteside o kadar
yiksektir. G6¢ hizi ¢dziicliniin viskozitesine ve doZal olarak ta-
bakanin yapisina baglidir.

Amino asidlerin organik ¢dzeltideki ¢oziinlirlikleri c¢ok si-
nirli oldugundan kromatografi ic¢in uygun sistemler genellikle su
icermelidir. ietanol, aseton ve etanol gibi ¢dzgenler polar orga-
nik bilesenler olarak kullanilirlar. Bu sistemler ile genellikle
tatmin edici ayrim elde edilebilir, oldukg¢a diffiizdiirler. Bunun-
la birlikte siiriiklenmeye meyillidir. Bu egilimleri %1 veya %2'lik
glasiyel asetik asit ekleyerek ve her amino asid ig¢in ekilen mik-
tarlari 2 mikrogram artirarsk kontrol altina alinabilir,

Metanol veya etanol yeriné propanol veya butanol kullanildag-
inda kiigilk lekeler olusur. Fakat avantaj artan viskoziteye bagla
olarak azalan skis hizi ile biraz bozulur. Gozgen viskozitesi art-
dikga lekeler genellikle daia az yayilir. Fenol bu etki i¢in iyi
bir Ornektir. Efer viskoz alkoliin yerine diisiikk viskozitelli non-
polar sivilar gecerse metanol, piridin ve glasiel asetik asit gi-
bi bir ¢oziicii eklenmelidir. Bu tip sistemlerde ayram gok tatmin
edici ve siiratlidir. Amino asidlerin tek dimensiyonlu TIC'de 0.7
1lik 1limiti asmazlar. Bitiin incelenen solventlerde baslangi¢ ile
sinir uzaklik arasindaki 2/%'1lik mesafe ayrim ig¢in kullanilar.
¢ozgenin su miktarinin artirilmasi kiigiik Rf degérlerini biliylikle-

rinden daha fazla yiikselmesine neden olur , Net olarak elde
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edilen ‘ayrimin bozulmasing Jyol aganm (44), .

Kromatografi Tankina Konan lobil Faz Seviyesi ve Tankin

Doyurulmasi : lMobil faz tankin igine 5-8 mm yiliksekliginde

doldurulur ve sikica kapatilir. Tanka i¢ duvarinl ¢gepegevre sa.
racak sekilde temiz bir siizge¢ kafidr yerlegtirilir. Boylece tan-
kain ¢dzlicli buhariyla doymasi saflanir. Bu doyurma derecesinin,
kromatogramda lekelerin yeri birbirinden ayrilmasi {izerine cnem-
1i bir etkisi vardir. Bu nedenle plaklar, c¢dziicii buhariyla doyu-
rulmus tanklar iginde devolope edilmelidir{l#4),

Orneklerin Plaga Uygulama Yerleri : PlaZin yan kenarindan

enaz 1 cm, alt kenarindan ise 1.5 cm uzaklikta olacak gekilde
karisim ¢ozeltisi 6zel mikroenjektorler veya mikropipetler yardi-
m1 ile tatbik edilirler. Tatbik edilem lekelerin cgaplari miimkiin
oldugu kadar kiigiik olmali ve bu lekeler enaz 1 cm aralikli .ol-
malidir, Az ugucu ¢dzeltiler kisimlar halinde uygulanir ve her
kismin ardindan ¢oziicliniin u¢masi saZlanir. Daha sonra front ¢iz-
gisi belirlenir.

Standart ¢ozelti ve Analiz OrneZi Cozeltigi: Ornek ¢dzelti

daima standart karisim ile yanyana plafa uygulanir, Standart ve
drnek ¢ozeltileri miimkin olduZu kadar ayni ¢Oziici ile hazirlanma—
lidir. Ornegin plazmada galisiliyor ise plazmada bulunmasi gere-
ken glutamin sinirlari igerisindeki kadar glutamin 1igeren stan-
dart soliisyonu tatbik edilmelidir., Boylece leke biiylikliklerinin
kargsilagtirilmasi ek bilgiler saglar.

Lekelerin Ortaya Cikartilmasi : Kromatogramda ayrilan renk-

siz maddeler gegitli gekillerde ortaya ¢ikartilir. U.V. isinlar
altinda floresans goisteriyorlarsa kromatogramdaki lekelerin sap-

tanmasi basittir. Aksi halde maddelerin bir kimyasal reaksiyon



ile renkli tirevlerini olugturmalarindan yararlanilarak kro-
matogram bir belirte¢ ile muamele edilir, gerektiginde 1sida uy-
gulayarak maddelerin lekeleri belirgin hale sokulur. Ninhidrin
biitiin amino asidler ic¢in kullanilabilen bir belirtegtir.
TIC- SCANIER (TIC-SCN)

TILC-Scanner (TIC-SCN) hem emisyon (yayma) hemde absorbsiyon
(emme) esasina gore TIC plagindaki lekeyli zigzaglar geklinde sa-
linim hareketleri yaparak tarama ve Olgme yetenegine sahip olan
bir alettir. Galisma prensibi kisaca agiklanacak olursa : TLE
plagindaki okunacak lekenin absorbladigi maksimum dalga boyun-
daki 1si1k demeti gesitli optik diizenekler vasitasiyla lekeye gon-
derilir. Ancak génderilen bu monokromatik 1gik lekeye yansitilma-
dan dnce diizenleyici monitdrden geg¢irilir. Daha sonra TIC plaZXin-
daki lekeye godnderilir. Lekede 1sifain bir kismi absorblanim we bi:
kismida yansitilir. Yansiyan i1gin 6l¢me dedektorii iizerinde topla-
nir. Her iki dedektoriin lizerinde olugan elektrik enerjisinin ve-
rim oraninin logaritmasi o leke i¢in Glgiilen alan degerini verir
Okunacak leke u.v. bdolgede (200-400 nm) absorbans gostermesi ha-
linde ddtaryym lambasi, goriiniir bolgede (350-630 nm) absorbans
gostermesi halinde tungusten lambasi kullanmilzr, Miktar tayini
yapilmak istenen maddeye ait lekenin tam ve dogru olglilebilmesi
i¢in spektrofotometrik ¢aligmalarda oldufu gibi lekenin maksi-
mum absorbans gdsterdifi isigin dalga boyu belirlenmelidir. Le-
kenin boyutlarina gdre manuel olarak salinim hareketlerinin ge-
nisligi (x) ve uzunlugu (y) ayarlanarak okumalar yapilir,Buna
gore asparajin amino asidine ait TLC plagindaki lekenin maksimum
absorbans gdsterdigi dalga boyu 406 nm iken glutaminin maksimum
absorbsns gosterdii dalga boyu 413 nm olarak bulunmugtur (42).



BOLUOM III

ARAG, GEREG ve YONTEMLER

ITI-1. KULLANILAN MADDELER
Agparajin (Sigma)
Glutamin (Sigma)
Ninhidrin (Merck)
Kadmiyum Asetat Dihidrat (Merck)
Sodyum Sitrat (Merck)
2,4,6-Kollidin (Sigma)
Aseton (Merck)
Metanol (Merck)
Hidroklorik Asit (Merck)
Piridin (Merck)
Amonyak (Merck)
Isopropanol (Merck)
Eter (Merck)
Silikajel 60G (Merck)
Seliiloz MN300 (Macharey Nagel + Co 516 Diiren)



III-2. KJULLANILAN ALETLER
ITK Yayicisir (Desaga)
ITK Tanklara (Desaga)
20 x 20 cm 1ik cam kromatografi plaklari
ITK Plek Yayma Tepsisi
Etiiv (Heraeus)
Hassas Terazi (Sartorius)
Kurutma Makinasi (Etap)
Mikroenjektor (Hamilton)
Santrifij (Nivefij 615)
Otomatik Karistirici (Niivemix)
Spektrofotometre (Perkin Elmer Spectrophotometer Coleman 295)
TIC-Scanner Aleti (Model CS 920 Shimadzu)
ITT-3, GOZELTILERIN HAZIRLANMASI
Renklendirme §ozeltisi: 0.5 g ninhidrin tartilir. Uzerine

5.m1 2,4,6-ko0llidin eklenir., Aseton ile g¢oziindiiriilerek 100 ml‘'ye
tamamlamir.

Standart Asparajin Cézeltileri: Sirasi ile %100 mg , %110
mg., %120 mg., %130 mg ve %140 mg ' lik asparajinin distile su-

daki ¢6zeltileri hazirlanir,
Standart Glutamin Cézeltileri: Sirasi ile %100 mg , %125 mg

%150 mg., %175 mg ve %200 mg ' lik glutaminin distile sudaki ¢&-
zeltileri hazirlanir.

0,5 g. Kadmiyum Asetat Iceren Metanol: 0.578 g Keadmiyum a-

setat dihidrat tartilir ve metanol ile ¢oziindiirilerek 100 ml'ye
tamanlanpir,
%1 Hidroklorik Asit Iceren Aseton




Solvent Sistemleri:
A- Metanol-Piridin-Su (80:20:4) (v/v)
B- lsopropanol-#%10 Amonyak (70:30) (v/v)

III-4, GALISMA MATERYALI

Galigma materyall olarak normal ve gutlu kigilere ait kan
plazmasi lizerinde ¢aligilmigtir. Normal (kontrol) grubuna ait
kan ornekleri, higbir hastali@l olmayan ve herhangi bir .ilag
kullanmayan 20 kadin ile 15 erkek toplam 35 kigiden -aslinmistir.
Normal grubu olugturan kigilerin yaglari 18-80 arasinda defigmek_
te olup yag ortalasmasi 3%37.25'dir. Gutlu olgulara ait kan drnek-
leri 15 erkek hastadan alinmigtir. Bu gruba ait yaglar 42-60 a-
rasinda defigmekte olup yas ortalamasi 51.3'diir, Serum iirik a-
8it miktarlari %9.6-%12.0 mg arasinda olan kesin gut tanisi kon-
mug , guttan bagka herhangi Snemli bir hastalifi olmayan (polis
stemia, 16semi, nefrit) ve herhangi bir ila¢ kullanmayan kigiler-
den kan Srnekleri alinmigtar,

20 mg. kadar kati sodyum sitrat igeren santrifiij tiipiine,
normal kiginin kol veninden 5 ml kan alinir. Hafifge karigtira-
rak sitrat ile kanin temasi saglanmir, Sitratli kan 3000xg'de
10 dekika santrifij edilir - ve plazma derhal bir puar yardimiy-
la ayrilir. Plazmanin 1,5 ml'si ¢aligma i¢in ayrilir. Geriye
kalan plazma temiz bir tilip iginde azi parafinlenerek -16°C'de
analize dek saklanir. |

III-5. STANDART GRAFIKLERIN G¢IzILMESL

III-5.1. Asparajinin TIC-SPK Ve TIC-SCN Yontemleri Yardimiyle

Standart Grafiklerin Qizilmesi

Tatbik noktalari , seliiloz MN300 ITK plaginin alt kenarin-

dan 1.5 e¢m , yan kenarlardan 2 cm'lik mesafe birakilacak gekil-



de igaretlenir. Tatbik noktalarindan 15 cm yukariya front ¢izgi-
si g¢ekilir. Plazmada bulunabilecek asparajinin minimum ve maksi-
mum miktarlari gdzodniine alinarak hazirlanan asparajin standart
¢6zeltileri sabit hacimli ve artan konsantrasyonlar halinde ku-
rutma makinasi ve mikroenjektor yardimiyla TLC plagina tatbik
edilir. Buna gdre birinci tatbik noktasina %100 mg. , ikinci tat-
bik noktasina %110 mg , iigiinclii tatbik noktasina %120 mg , ddr-
diincii tatbik noktasina %130 mg ve beginci tatbik noktasina %140
mg'lik asparajin standart ¢dzeltisinden 10'ar mikrolitre hacimle-
rinde uygulanar,

Metanol- piridin - su ( 80:4:20 ) ( v/v ) igeren solvent
sistemi ile tank, plak konmadan enaz bir saat Once hazirlanarak
doyurulmalidir. Plak doygun TIG tankina konur. Oda i1sisinda bu
plagin devolope siiresi 60 dakikadir. Devolope iglemi bittikten
sonra plak tanktan ¢ikarilir ve solventin u¢masi igin bir siire
oda temparatiiriinde veya 10 dakika 70°C'de etiivde bekletilir.

Asparajin lekelerini belirlemek ig¢in plak, renklendirme ¢&-
zeltisi igeren daldirma kabina 30 saniye gibi kisa bir siire dal-
dirilir ve ¢ikarilir. Daha sonra 70°C derecede 30 dakika lekenin
olugumu igin etiivde bekletilir.

Kirli sari bir renk olan asparajin lekelerinin , Once TIC-
SCN aletinde maksimum absorbans gosterdigi 406 nm dalga boyunda
alan deferleri 6lgiiliir. Asparajinin tatbik edilmig yilizde konsan-
trasyonlari ile Glgiilen alan deferleri karsilagtirilarak aspara-
jin i¢in TIC-SCN'e ait bir standart grafik ¢izilir (Grafik I). -.

Daha sonra spektrofotometrik yonteme geg¢ilir. Asparajine a-
it lekeler 2 cm gapanda bir daire geklinde spatiil ile kazinarak
santrifiij tiplerine aktirilir. Ayrica koér iginde plaktan 2 cm
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capindaki bir dairenin alani kadar bog seliiloz MN300 kazimir ve
santrifiij tiipline aktarilir. Bu tiiplerin herbirine ve kdre %0.5 g
kadmiyum asetat igeren metanolden 2'ger ml ilave edilerek, karig-
tiricida siispansiyon haline getirilir, Tiiplerin afzi parafinlene-
rek oda isisinda 2 saat kompleks olugumn i¢in beklenir, Bu siire-
nin sonunda tiipler 3000rpm'delQ0 dakika santrifiij edilir ve nor-
mal slizge¢ kagidindan siiziiliir. Siiziintli metanol ile 10 ml'ye ta-
mamlanir. Spektrofotometrik olarak maksimum ébsorbans gosterdigi
494 nm dalga boyunda kdre kargi siiziintiideki renkli kompleks olu-
sumlarinin optik dansitesi dlg¢iiliir. Olgililen optik dansite deger-
leri ile asparajinin tatbik edilmisg yilizde konsantrasyonlari ~ - ..
arasinda - asparajin i¢in TIC-SPK yontemine ait standart gra-
fik ¢izilir (Grafik II).

III-5.2. Glutaminin TIC-SPK Yontem ve TIC~-SCN Yardimiyla’

Standart Grafiklerin Gizilmesi

Silikajel 60G TLC pla@indaki tatbik noktalari ayni seliiloz
MN300 TIC plaginda oldupu gibi belirlenir. Plazmada bulunabile-
cek minimum ve maksimum miktarlari gdz oOniine alinarak hazirlanan
glutamin standart ¢ozeltileri sabit hacimli ve artan konsan?ras-
lar halinde silikajel 60G $LC plagina tatbik edilir. Buna gore
birineci tatbik noktasina %100 mg., ikinci tatbik noktasina %125
mg , lUglncii tatbik noktasina %150 mg , dordincii tatbik noktasi~

na %175 mg ve - besinci~tatbik noktasina »200 mg'lak glutaminin
‘standa;t éﬁzeltilerinden 10'ar mikrolitré hacimlerinde uygulanir.
Solvent sistemi Isopropanol-%10 amonyak (70:30) (v/v) icger-:
rir. Unceden bu solvent ile doyurulmug tank ic¢ine plak yerleg-
tirilir. Devolope siiresi 3.5 saattir. Devolope iglemi tamamlan-

diktan sonra plak tanktan g¢ikarilir ve kurutulur.0zellikle sol-
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vent sisteminde kullanilan amonyain plaktan tamamen ugurulmasi
igin plak asgari 105°%'de 2 saat hava akimli etiivde kurutulmali-
dir.

Glutamin lekelerini belirlemek ig¢in plak renklendirme G¢Os
zeltisine 30 saniye daldirilip cgikarildiktan sonra 105 °C'de 20
dakika etiivde tutulur.

Koyu pembe bir renk olan glutamin lekelerinin yine dnce
TIC-SCN'de maksimum absorbans gosterdigi 413 nm dalga boyunda a-
lan degerleri &lgiiliir. Glutaminin tatbik edilaig yiizde konsants
rasyonlari x exsenine alan degerleriY eksenine konarak glutemin
i¢in TIC-SCN'e ait standart grafik ¢izilir (Grafik III).

TIC~-SPK yontem ise asparajinde anlatilmig oldugu gibi yapi-
lir, Ancak TIC-SPK'.da glutamin i¢in maksimum dalga boyu 500 nm
dir, Burada glutaminin yiizde konsantrasyonlarina karsilik okunan
optik dansitelari arasinda da glutamin i¢in TIC-SPK yonte-
me ait standart grafik ¢izilir (Grafik IV).

III-6. EXSTRAKSIYON

Santrifiij tlipline alinmig 1.5 ml plazma iizerine %1 hidroklo-
rik asit i¢eren asetonun 12 ml'si ilave edilir we tiipiin a¥zi pa-
rafinlenerek 2 saat oda 1sisinda birakilir. Bu siirenin sonunda
plazma-aseton siispansiyonu 3000rpm'delO dakika santrifiij edilir .
ve siipernatant siiziilerek bir porselen kapsiile alinir. Santrifiij
tiplinde kalan ¢dkelek ig¢ine tekrar %1 hidroklorik asit igeren a-
setondan 2 ml konarak santrifiij edilir ve siipernatant siiziilerek
ayni porselen kapsiile konur. Bu santrifiij islemi iki veya li¢ kez
tekrarlanir. Biriktirilen siipernatant 37 °C'de kuru hava skiminda
ugurulur, Kapsiil iginde kalan artik 0.5 ml suda ¢dziindiiriliir ve

ayirma hunisinde egit miktar eter ile iki veya li¢ kez ekstrakte
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edilir. Altta kalan sulu kisim temiz bir kapsiile alinir ve 37°C!
de kuru hava akimli etiivde kapsiildeki su ug¢ana kadar birakilair,

kapsiil i¢gindeki artik 150 mikrolitre suda ¢dziindiiriilerek TLC pl-
agina tatbik edilecek duruma getirilmig olur (43).

IIT-7. TLC UYGULAMASI

III-7.1. Asparajin I¢in TLC'nin Uygulanmasi

15 g seliiloz MN300 tartilir, kapakli 150 ml'lik balona ko-
nur. Uzerine 90 ml distile su ilave edilir ve kuvvetlice galka-
layarak silispansiyon haline getirilir. Onceden yikanip kurutulmus
20x20 cm'lik 5 cam kromatografi pla@i once alkol sonra eter ile
silinip kurulanir. Plaklar ilizerine seliiloz MN300 siispansiyonu p-
lak ¢cekme aleti ile 0,25 mm kalinliginda yayilir. Plaklar oda i-
sisinda bir gece kurumaya birakilir. Sonra seliiloz plaklari 100 -
°C'de 10 dakika etiivde tutulmak siiretiyle aktive edilir ve kul-~
lanilincaya dek desikatérde saklanir,

Seliiloz MN300 TIC plagi asparajin i¢in standart grafik ¢iz-
me g¢aligmalarinda anlatilmig oldufu gekilde tatbik noktalari ve
front ¢izgisi belirlenir. 100 ﬁikrolitre plazma ekstrakti mikro-
enjektor ile alinir. Kromatografi pls@ina ufak hacimlerde veri=~
lip, kurutmak siiretiyle 100 mikrolitrelik plazma ekstraktinin tii-
mi tatbik edilir. Asparajinin standart ¢odzeltiside bir sonraki
tatbik noktasina uygulanir. Bu kromatografi plagina bir plazma
ekstraktiy bir standart ¢ozelti tatbik etmek siiretiyle ili¢ veya
dort plazma ornegi uygulanabilir.

Plak, metanol-piridin-su (80:4:20) (v/v) solvent sistemiyle
doyurulmug tank i¢inde devolope edilir. Devolope igleminin sos .
nunda plak tanktan ¢ikarilarak 10 dakika 70 °C'de kurutulur. A-
mino . asid lekelerini ortaya ¢ikarmak igin renklendirme ¢dzelti-



gine daldirilir ve 70°C'de 30 dakika tutulur.

Belirli bir maddenin belirli bir solvent sisteminde ve be-
lirli bir adsorbanda diger tim kosullar standardize edildigin-
de tek bir Rf degerine sahip olacsktir. Bu ilkeden hareketle as-
parajin standardi ile plazmada bulunan asparajin TLC plaginda
ayni hizada ¢ikacaktir. BOylece plazma asparajinine ait leke be-
lirlenir.

Bundan sonraki iglemler asparajinin standart grafiklerini
¢izme g¢aligmasinda anlatildigi gibl TIC-SCN ve TLC-SPK yontem-
lerinin uygulanmasina geg¢ilir, Once TLC-SCN'de plazmadaki aspa-
rajine -ait lekenin maksimum absorbans gosterdigi 406 nm dal-
ga boyunda alan degeri olgililiir. Olgililen bu alan deferi aspara=
jin %C (mg/100 ml)- TLC-SCN standart grafigi vasitasiyla aspara-
jinin plazmadaki konsantrasyonu % mg olarak hesaplanir. TLC-SPK
yontem ig¢in ayni plazmanin asparajinine ait lekenin kadmiyum a-
setat ile olugturdupu kirmizi - pembe renkli kompleks yapisinin
494 nm'de kdre kargi optik dansitesi okunur. Bu optik dansite
asparajin % C (mg/100 ml) - TILC-SPK yontem standart grafigi a-
raciligi ile asparajinin plazmadaki konsantrasyonu % mg olarak
hesaplanir.

IITI-7.2. Glutamin ‘I¢in TILC'nin Uygulanmasi

35 g silikajel 60G tartilir, kapakli 150 ml'lik balona ko-
nur. zerine 70 ml distile su ilave edilir ve kuvvetlice c¢alkala-
yarak siispansiyon haline getirilir. Onceden anlatilmis oldugu gi-
bi temizlenmis beg cam kromatografi plafina silikajel 60G siispan-
siyonu plak yayma aleti ile 0.25 mm kalinlifinda yayilir. Plaklar
oda 1sisinda bir gece kurumaya birakilir ve 110°C'de 30 dakika
etiivde tutularak aktive edilir ve kullanilincaya dek desikatorde

seklanar.



Plazma ekstraktinin plaga tabiki ve tatblk noktalarinin be-
lirlenmesi asparajinin separasyonu i¢in yapilan iglemlere benzer.
Ancak burada tatbik edilen ekstrakt hacmi: daha az olup 20 mikroe—.
litredir. Silikajel 60G plaZina bir plazma bir standart tatbiki
ile {i¢ veya dort plazma Srnefi tatbik edilebilir.

Plak isopropanol-%l0 amonysk (70:30) (v/v) igeren solvent
sistemiyle doyurulmus tank i¢inde devolope edilir. Devolopeden
sonra 105°C'de asgari 2 saat plak kurutulur ve plak oda 1si1sina
kadar sofutulur. Dasha sonra renklendirme ¢Gzeltisine daldirilap
105 C'de 20 dakika etiivde bairskilir. Plazmada bu solvent sistemi-
ne duyarli g¢esitli amino asidlere ait lekeler ¢ikacaktir., Stans.
dart glubtamin lekesine gdre, plazma glutaminine ait leke belir -
lenir.

Once 413 nm dalga boyunda TIC-SCN'de plazma glutaminine ait
alan degeri Slgiiliir. Glutemin % C (mg/100 ml) - TILC-SCN stan-
dart grafifi yardimiyla &lcililen alan degerine kargilik gelen p -
lazma glutamin miktari % mg olarak hesaplanir. Daha sonra TLC-
SPK yontem yapilair. Tim iglemler asparajin standart grafiklerini
¢izme c¢aligmasinda anlatilmig oldufu gibidir, 500..nm'de ayni p-
lazmadaki glutamine ait lekenin kadmiyum asetat ile olugturduZu
pembe renkli kompleks yapinin kdre karsi optik dansitesi okunur.
Bu optik dansite glutamin % C (mg/100 ml) - TIC-B8PK standart
grafiginde yerine konarak kargilik gelen plazma glutamin miktara

% mg olarak hesaplanir,

III-8, ELHE EDILEN SAYISAL VERILERIN ISTATISTIK DEGERLENDIR~-
MELERL
Sayisal verilerin istatistik yonden degerlendirilmesinde or-

talama degerler ( X ), standart sapmalar ( 8 ), standart hatalar



(8x), varyasyon katsayilari (V) saptandi. Student's t testinin
gruplama modeli uygulandi. Ortalama degerler agapidaki formiile

gore hesaplandi:
Sx,

n

X =

Dagilimdski herbir degerin ortalamaya gore ne uzaklikta ol-
dugunu, diger bir deyimle, dafilimin ne yayginlikta oldufunu gos-

termek i¢in standart sapmalar agagidaki formiile gdre hesaplandi:

2 Yox 2
[ -

5. n

n-1

Standart sapmanin ortalamays gore yilzde ifadesi olan ve defer
"lerin. ortalamaya gore yiizde kaglik bir defigim gosterdigini be-

lirten varyasyon katsayisi agafidski formiile gére hesaplandi:

V= -2 _x100
X
Ortalamanin standart hatasi, agaZidaki formiile gore hesap-

landa:
S

J2

Iki gruba ait sayisal verilerin ortalamalarinin mukayesesin-

5 =

de Student's t testinin gruplama modeli kullanildi. Anlamlilik
testlerinden biri olan t testinde asagidaki formiil uygulandi:



— -

RS

tBrnek =
—
S}i (l.q.i.. )
n mp

(82 ....ortak varyans)
k 2 2

n, + n, - 2

Iki degigkenin birbirlerine bagimla olup olmadiklari kore-
lasyon katsayisi dlgiim degefi ile saptanabilir, yani iki degflg-
kenin iligkili olup olmadigini Olgen bir katsayidir. Korelas-
yon katsayisi " r " ile gosterilir ve agapidaki formiile gore

hesaplanair :

zx.y A 2 x. &y

n

2
(a2 (BT | (ny?- EDD)
n n

Tki degZigken arasinda anlamli bir iligki var ise deZigken-
lerden biri kendi 8l¢iim deferleri cinsinden bir birim artip azsal-
diganda diger degigken kendi 5lgiim deferine gére ne kadar ar-
tacagini veya azalaca¥ini belirten regresyon katsayisi ve dogru-

su agafidaki formiile gdre hesaplanar :

S xy - Lx. &y posi-bix
bl: o Y-bo"blx
T2 -  (B0?

n regresyon dofru denk.



BOLUM IV

BULGULAR

Tablo 3'de asparajin, Tablo 4'de glutaminin normal grup kan
plazmasindaki TIC-SCN ve TILC-SPK yontemlerince bulunan degerler
verilmistir. Bu tablolarda asparajin i¢in TIC-SCN'ye gére defer-
ler %1.05-1.%75 mg arasinda defismekteyken TIC~SPK'ya gore %l.04—
1.365 mg arasinda defigmgktedir. Glutaminin TIC-SCN'ye gore deger-
leri %5.3125 - 9.75 mg arasinda degisirken TIC-SEK'ya gdre
%5.,6875 =9,1875 mg arasinda degismektedir. Tablo 5 ve Tablo 6'da
gut grubunun asparajin ve glutamin deferleri verilmigtir. Ayrica
bu ikl tabloda hastalara ait serum ilirik asit miktarlari Bio-Med
tibbi tahlil labaratuarlarindan ilirikaz yontemine gore OSlg¢iilmistir.
Gutlu olgularda serum i{irik asidine ait deZerler %9.6-12.1 mg ara-
sindadir. Gut grubu asparajin deferleri TLC-SCN'ye gore Hl.li-
1.36 mg arasinda iken TIC~-SPK'ya gore %l.1-1.325 degerleri ara-
sindadair.Gut grubu glutamin deZerleri TIC-SCN'ye gore %5.5-8,8375
mg , TLC-SPK'ya gbre #5.500-8.375 mg arasinda degismektedir.

Tablo 7'de normal ve gut olgularinda glutamin/asparajin orani
verilmektedir, TLC-SCN ySntemine gdre normalde 6.233 olan oran gut
olgularinda 5.60q, TIC~-8PK yontemine gdre normalde 6.288 olan or-
an gut olgularinda 5.518 olmaktadir.
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iblo 3, Normal grup plazma asparajin defferlerinin TIC-SCN ve

TIC-SPK y6ntemdeki sonuglari

- -

rn. [eane.| Yas Asn  TLC Amn  TLC Asn SFK Asn SPK
) . Alan Degeri %Z mligram Optik Dansite 7% miligram

1 " 32 43767 1.215 @.9a80 1.20

2 € LT 40692 1.130 2.9440 1.10

3 (4 27 437090 1.195 0. 2340 1.15

4 (4 18 47789 1.323 @.0540 1.25
s X 19 44562 1.245 ®.9480 .20

6 " 70 49819 1,130 . 2440 1.10

4 € a4 448469 1.250 @.9480 1.20
8. |« 29 48878 ‘ 1.32% 0. 0509 1.25
9 € ) 38376 1.06% V. 0a29 1.0
191 X 29 45649 1.269 0. 0500 1.2%
11 | E 35 44666 1.249 0.9489 1.20
12 | K 42 43875 1.222 ?.048S 1.20
13 | € 43 45627 1.260 0.0%00 1.25
18 | K 27 47336 1.320 9.0515 1.29
15 | E 74 37941 1,080 , 0.0415 1.94
16 | x 27 47790 1.328 @.0320 1.3
17 | € 34 44600 1.249 0.90400 1.20
18 | € 49 45479 1.220 0.046d 1.21
19 | K %9 48769 1.125 0,944 1.1
@ | € 4s 46621 1.295 2. 0300 1.2%
21 | x 34 453538 1.265 0. 0% 1.24
2} € 17 45778 1.300 2.0515 1.29
23 | x (-] 38604 1.0%8 @.0420 1.85
26 | € a3 43276 1.260 0.0%00 .25
2% | K s1 453509 1.263 ©-€490 1.20
2 | E 21 49238 1.37% 0.0520 T 1.30
27 | k 22 47732 1.325 9.0%520 1.30
28 | ¥ 26 45328 1.265 0.0%00 1.24
29 | & 39 43204 1.310 . 9309 1.2%
3| K 57 38321 1.055 0.0420 1.3
31 | E 65 38890 1.075 0.0425 1.06%
32 ] € 18 49390 1;375 0.0%70 1.369
33 | K 32 43739 1.260 . 0320 1.2%0
38 | K 27 47802 1,323 9.932 1.30
3% | » 2s 48349 1.353 .03 1.30

,  [%o1.2372£0.0161(n=35) [X=1.206+£0.0147(n=35)
‘ L4 . — U
Se0.095¢ S$=0.0873
w 77 '



‘ablo 4. Normal grup plazma glutamin degerlerinin TIC-SCN “ve
TLO-SPK yéntemdeki sonuglari ve bu sonuglar.an istatis-

tiki dezerlendirilmesi.

orn. |cing.| Yas Gln TLC 3ln TLC Gln SPK Gln SFK

no Al an Degeri % miligram QOotik Damsite| % miligram
1 K 3z 12457 7.6875 9.0383 7.6879
2 E 44 11154 6.9379 0. 0749 6.8750
T | E 27 12850 7.8125 0.0730 7.6250
4 K 18 . 13615 8.4373 2.0410 8.375¢C
g [ 19 13¢03 7.9375 0.07390 7.735¢
I K 79 128946 6.6125 ?.0339 6.875¢.
7 € 4 12008 7.937% 0.3290 7.725C
8 K 20 15722 9,7500 09,0459 9.1875 .
9 E . &9 9999 6,250 @, 9330 6.1250
10 1 X 29 12167 7.962% ?. 8760 7.3125
11 | E I3 12999 7.937S 0.0%90 7.7250
1z | K 49 12409 7.5000 0.0270 7.5625
12 | E 47 12900 7.9375 0.839@ 7.3125
14t K 27 13471 8. 4375 2.2410 8.375C
1% | E 57 10750 &, 6875 @.0320 6.5625
1o | K 27 17615 8.4375 0.2410 " 8.37%0
17 | E 34 12477 7.5625 2.3270 7.562%
18} € 49 12127 7.5625 B, 0360 7.3125
19 | K 59 9911 6.1875 0,0300 6.1250
e | E 45 13109 8.1250 B. 0809 8.1250
21 | K 34 1225@ 7.500¢ @.a379 7.625Q
22 1 E 17 13467 8. 2500 2.0400 8.1250
23| K =T 8530 5.3125 2. 02680 5.687%
24 | E 43 12677 7.6250 @, 8380 ‘ 7.6250
25 | K 51 129%6 7.8125 @..280 7.6250C
26 | E 21 15515 9, 6250 2.0450 | 9.1875
25 K 22 13158 8. 0625 @, 0400 8.1258C
28 | K 26 13067 8. et 9. 08385 7.8750
29 | k 30 12585 7.875C 2.0370 7.5625
8 ) K 57 9096 5, 6250 .0270 5.50Ce
It | E 65 18126 6.312¢c 3.0320 6.562¢
32| E 18 151%6 9.37%0 ' 0. 0450 T o9,1280 7 |
I3 K 32 125890 7.8750 @.0380 7.73C0
34 | ¥ 27 13917 8. 62%C @.24819 8.3750
35 | K 2% 13834 8. 5625 2.040 B8.125C

X=7.71120.167(n=35)| | %= .58%5+0. 150(n=35)
$=0.990 520.889

! Y=o v torD
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Tablo5.: Gut grubu plazma asparajin degerlerinin TLC-SCN ve
TLC-SPK yontemdeki sonuglar: :

.

- . . &

Jrn.|vas Hasta |Cinslurik Asn TLC Asn TLC Asn  SFK Asn  SFK
No Ad: Asi1t |Alan DeSe.j % miligram|Ootik Dans.!% miligram
1 1) D.k E 19.4 47527 1.210 @.948 1.200

< 39 B.E E 9.8 40893 1.135 3.04% 1.125

3 Z9 S.S E 11.8 48872 1.360 a.248 1.20C

4q 47 C.N E 9.9 41510 1.1%0 @,044 1.100

S sS4 H.Y E 11.9 47762 1.325 @.9525 1.315

& 52 8.0 E 9.6 42249 1.170 @.045 1.125

7 Se E.O E 11.6 47990 1.33¢C Q.053 1.325

8 SS9 H. A E 11.8 466?2 1.3090 Q.852 1.300

9 49 N.A € 10.9 43229 1,195 2.0475 1.190

10 47 F.S E ?.7 3207 1.195 @.08475 1.190

11 =1 1.B E 10.4 44398 1,225 0.948S 1.222

12 } S2 R.A E 12.1 46673 1.295 @.051 .275

13 | 60 | A E |11.6 | 48894 1.360 0.052 1.300 /
14 S7 M.A E /11.8 41214 1.140 9.045 1.125

15 42 E.¥ E 12.08] 48621 1.35Q @.953 1,325

S:O . 0848
Ve=6,.784

1%=1.249£0.0219(n=15)% 1. 220+0.022(n=15)

5=0.0857
V=7.024
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Tablo & «Gut grubu plazma glutamin degerlerinin TLC-SCN.ve

TIC-SFK yontemdeki sonuglari ve bu sonug¢larin is-

fatistikl deferlendirme sonug¢lari yerilmigtir,

orn.|vas | hasta |[Cins|urik | Gin TLC Gln TLC Gin SPK | Gln SFK
No Ad1 Asit |Alan Degeri| % miligram|Optik Dans.|% miligram
! 1 €S | D.k E |10.4 10004 6.1562 0.030 6.125
2 | %8 | B.E E |9.8 9105 5.5000 2,027 5.500
3 | se|s.s E [11.8 | 12099 7.3750 0.036 7.3437
4 a7 | c.N E |9.9 9658 5.9062 0.02% 5.6875
s S4 | H.Y E (11.9 | 13322 8.1875 0.042 8.1250 "
6 s2 | s.0 E |9.6 9772 6.3025 0.027 5,500
7 se | E.O E |11.6 | 12083 73750 0.036 2.3437 |
3 55 | H.A £ |11.8 ]| 12246 7.5312 0.037? 7.500
9 49 | N.A E (18.9 10579 6.5312 0.032 6.5625
10 | a7 | F.s E 9.7 | 9343 247500 0.028 5.6712
1 | =e | 1.8 € |1e.4 | 10161 6.2187 2.030 6.125
12 | 52 | R.A E j12.1 ] 13750 8.4375 0.040 8.125
13 | e | A.D E [11.6 | 12402 7.6562 2.037 7.500
14 | 57 | Mm.A E [11.8 | 12472 7.7187 0.027 5.500
15 | a2 | E.r E |1z.0 | 13584 B8,2812 0.041 8.375 ;
X=6.995£0.252(n=15) [£=6.732+0.276(n=15)
S=0.980 15=1.0719
V="14,138 V=15.922




Tablo 7. Normal grup ve gut olgularinda glutamin ve aspara-

~65-

jinin ortalama degerlerinin oranlari,

Gln TIC-SCN % mg,

Gln TIC-SPK % mg,

GRUP
Agn TIC-SCN % ng. Agn TIC-SPK % mg,
= 6. —L L =— 6,288
1.237 1.206
6.995 6.732
1,239 2+600 1,220

Tablo 8., Normal ve gut grubu karsilastirmasinin Snem kontros

1ii Student's t testine gdre hesaplanan t degerleri.

NORMAL GUT ¥srnek P
GRUP GRUBU

Gln TIC-SCN ort. Gln TIC-SCN ort.

1.8866 | pY 0.2
degt, (70711) dego (60995)
Gln TIC-SPK ort. Gln TIC-SPK ort.

2.229! p) 0.2
deg. (7.5835) deg. (6.732)
Asn TIC-SCN ort. Asn TIC-SCN ort.

0.0270 pY 0.01!
degt, (1.237) deg. (1.249)
Asn TIC-SPK ort. Asn TLC-SPK ort.
dez. (1.206) deg. (1.220) 0.0412 | p) 0.01
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Normal grup ile gut grubu arasinda yapilan Student's t tes-
tinde glutamin TLC'SUNAtBrnek degeri 1,8866 ve glutamin . TLC-SPK
igin ty5. .y dederi 24229 olarak bulunmugtur. Bu iki ¥y nex d€2-
eri 0.2 olasilik ve 48 serbestlik derecesindeki ttablo dejferi
olan 2.598'den kiigiik oldugundan , normal ve gut gruplari ortala-
ma de@erleri arasindaki fark iki yonteme gdre anlamsizdir
(p> 0.2, Tablo 8),

Normal grup ila gut grubu arasinda yapilan Student's t tes-
tinde asparajin TLC~-.SCN i¢in tarnek degeri 0,0270 ve asparajin
TIC-SPK i¢in tﬁrnek defri 0.0412 olarak bulunmugtur. Bu iki tar—
nek degeri 0.0l olasilik ve 48 serbestlik derecesindeki ttablo
degeri olan 5.364'den kii¢iik olduzundan normal ve gut gruplara
ortalama deferleri arasindaki fark iki yonteme gdre anlamsizdir
(p>0.01, Tablo 8).

Normal grubta asparajinin TIC-SCN ve TIC-SPK yéntem sonug-
lari arasindaki iligki anlamlidair (p{ 0.01). Bu iligkinin kore-
lasyonuk;tsaylsl ve regresyon dofru grafigi Grafik V'de verilmig-
tir, Normal grupta glutaminin TIC=8CNye TIC-SPK yontem sonuglar-
1 arasindaki iligki anlamlidir (p {0.0l1). Bu iligkinin korelasyon
katsayisi ve regresyon dogru grafifi Grafik VI'da verilmigtir.

Seliloz MN300 TIC plapgi kullanilarak olugturulan plazma as-
parajin kromatogrami Resim I'de verilmigtir.

Silikajel 60G TIC plagi kullanilarak olugturulan plazma glu-
tamin kromatogrami Resim 2. 'de verilmigtir,

Gut hastalarindaki glutamin miktarini gosteren , silikajel
60G plaginda olugturulan kromatogram Resim .5de verilmistir.



-6 -

Iseuljlallse]isiey ullejuoAseld)
-uesuoy apznA peplatuedss 9L ofl UBJUOA
jlijawolojodiyads uluifeledsy:A Mijeln

._N_Co>m_w._ucwmcov_ OPZNA X TE I I HOT OZ 0N GT Y

4d S
al A} I 80 9'0 v'o g0 0
B Bttt } t | N e B
.............................................................................................................................. .20

T JR[UOASBHUBRSUOY SPZNA R T R NV O © -
oo sm o x. a _ —— L L SRR Ll L I = = e RGeS - N [l "o

D e ay——

G I P




-68~

Ol

Isewjislsepsiey uiejuoAsell

-UBSUOY 9pzNA IMeplauueas 9L 9]l WalUoA

jljawolojolpjads uuweInD:A Mieln

JBJUOASBIIUBSUOY OPZNA I TAIIHOI OA 0TI AH 4 S
8 9 14 4 ¢

e S — . A A A e 1 ¢

£26°0=4 \ "

y 9
P L R S T S T T L T T T T TSP IS —
h.“‘l
\\.l‘
. -
I aa i
o U UU U PR RO 1.8
* L ]
AN
-
AU e - o1

~ JB|UOASBIJURSUOY OPZNA UINNVOS-0THX




-69-

bt e s e Y S B L R s e e an o Zene e TR e S e et

ER! .
R Wt
! .
- P
S
.

L]

’
4
~

’ )
\’\ "; i" "
~ " -& .

&
I CIT

Resim 1. Normal grupta plazma-asparajin kromatogrami

Adsorban : Seliiloz MN300
Belirteg¢ : Ninhidrin - Aseton ( % 0.5'1ik )
Solvent Sistemi : lMetanol - Piridin - Su
(80:4:20) (v/v)
I : Asparajin Standardi II : Opnek
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nesim 2, liormal grupta plazma-glubtamin kromatogrami

hAdsorban : Silikajel 60G
Belirteg : Ninhidrin - Aseton ( % 0.5'lik )
Solvent Sistemi : lIsopropanol - % 10 Amonyak

(70:30) (v/v)
I : Glutamin Standardi II : Ornek
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Resim 3. Gut grubunda plazma-glutamin kromatogrami

Adsorban : Silikajel 60G

Belirte¢ : Ninhidrin - Aseton ( % 0.5'1lik )

Solvent Sistemi : Isopropanol -~ %10 Amonyak
(70:30) (v/v)

I : Glutamin Standarda II : Ornek



BOLUM V
TARTISMA ve SONUG

Normal grup , Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi &frenci:
ve ¢aliganlarindan saflikli ve herhangi bir ila¢ kullanmayan ki-
gilerden olugturulmugtur. Gut grubu doktor kontroli altinda Bio-
Med tibbi tshlil labaratuarinda itirik asit 6lg¢iimleri sonucu kesin
gut tanisi konmug, O6nemli herhangi bir hastallg; bulunmayan (po-
listemia,nefrit,l16semi) ve heniiz hig¢bir ilag¢g kullanmayan hasta -
lardsn olugturulmugtur. Galisma materyali olan periferal kan bu
iki gruptan saglanmigtair.

Asparajin ve glutaminin miktar tayini ¢aligmalarinda mater-
yalin saflandifi ayni giinde, ornekler bekletilmeden baglanmigtair.
Arta kalan plazma var ise -16 C'de derin sogutucuda , gerekirse
bir sonraki analize dek saklanmigstir. -20 C'de kan plazmasinin
birka¢ ay beklemesiyle asparajin ve glutamin kaybi minimumdur
(35).

Asparajin ve 6zellikle glutamin kan plazmasinda 6nemli mik-
tarlarda bulunmasi, bazi patolojik durumlarda plazma diizeylerin-

deki deZigimlerinden dolayyr , pekg¢ok ¢aligmada oldufu gibi bu ¢ga-
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ligsmada da materyal olarak kan plazmasinin seg¢ilmesine neden ol-
mugtur,

Kan plazmasinin diliisyonunu gnlemek amaciyla kati sodyum
sitrat kullanilmigtir ve herbir ml kan ig¢in 4lmg katl sodyum
sitrat tiipe konmugtur.

Ekstraksiyon igleminde 44 nolu kaynak esas alinmistir, Bu
ekstraksiyon yolunda belirtilen plazma suyunun ug¢urulmasi igin
vakumlu desikatorde kuruluZa kadar bekletme igslemli hem zaman a-
¢1sindan hemde gerekli ekipmanlarin saZlanamamasindan dolayi ya-
pllamamlstzr.'Bu islémin yérinev, pfdteinleri denatiire eden ayni
zamanda polisakkaritleri ortamdan uzaklagtirsn %l hidroklorik a-
sit igeren aseton ile plazma inkiibasyona birakilmig, bir seri san-

+trifigasyon takiben 37°C'de hava akimli etiivde aseton ile birlik-
te plazmadan gelen suyun ugurulmasida saglanmigtir, Bir sonraki
agamada eter ile ekstraksiyon siiretiylede lipitlerin yanisira in-
organik ve organik maddelerin ortamdan uzaklastirilmasi saglan-
mistir, Ngo (33) , plazmanin ekstraksiyonu i¢in protein de-
natiirasyonunda %1'lik pikrik asit , Sauba (43) trikloroasetik
asit ve lipitleri ortamdan uzaklagtirmak iginde suyla doyurulmug
eter veya kloroform gibi solvanlar ekstraksiyonda . kullan miglar-
dir.

Amino asidler iizerinde TLC ¢aligmalarinin oldukc¢a jogun 61—
dugu 1960'l1 yillarda aspartik asit ve glutamik asit ilizerinde
birgok . TLC galigmalari olmasina ragmen bunlarin amit tilirevle=
ri olan asparajin ve glutamin ilizerinde pek durulmamistir.Bu yil-
larda heniiz pekgok kaynak tarafindan asparajin ve glutamin birer
amino asid olarak goriilmemektedir. Daha sonralari bu iki amino a-

sidin deflsgik viicilit doku ve sivilardan TIC ile separasyonu ic¢in
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bazi solvan sistemleri verilmesine ragmen her ikisi ig¢in geger-
1i TIC ile kombine ¢aligabilecek spektrofotometrik bir yontem
bulunamamigtir. Daha sonraki yillardan giiniimiize dek biyokimya=-- .
sal analiz tekniklerinin gelismesiyle bu iki amino asidin mik-
tar tayinleri icin TIC'den ¢ok gaz (8), HPLC (28), kolon (&)
ve katyon degistirici kromatografi (19) tirleri ile kombine ga-
ligan amino asid analizorleri, enzimatik metodlarin uygsulanmas
siyla spektrofotometrik {10) ve fluorometrik (31) ydntemleri
ve kiitle spektrometrisi (24), radyoaktif metodlar (1),spesifik
filtrasyon metodu (54). ile iyon secicili elektrodlar (33) gi-
bi yiiksek teknoloji gerektiren yontemler uygulanmaya baslanmls—f
tir. Biz bu calismada =sser (15) ile Voight'ain (47) ¢alismala-
rini esas aldik. DbBu iki g¢alisma glutamin ve bazi amino asidlerr
in TIC ile kombine spektrofotometrik bir ybntemle miktar tayin-
lerine olanak saglamaktadir. Asparajin ig¢in de ayni metod uygu-
lanmistir. Ancak asparajin ic¢in seg¢ilen solvan sistemi wollen -
weber 'in (55) c¢aligsmasindan alinmigtair.

wollenweber (55) seliiloz MN300O kromatografi plaZi iizerin -
de plazma-asparajin seperasyonu i¢in dokuz solvan sistemi oner-
mistir. Bu kaynaktan segilen metanol - piridin- su ( 80:4:20 )
( v/v) solvan sisteni l1iter solvaa sistaalarine kirasla gibuk
wve oliuxza 1yi Dirp ay2ia 7adayL 3sir.

Voizat { 47) silikajel 60% kromatozrati nlaii ‘izzriails
slnbaain separasyony izinhre eclv-r sistemi Onermigtir. Bizim
kullandijffamaz isopropanol- % 10 amonyak (70:30) (v/v) solvan

sisteminde glutaminin ayflml iyidir. Rf deiferi bu solvan siste-



minde oldukg¢a yliksek olup, diZer amino asidlerden iyi bir ayrim
gosterir.

Amino asidlerin kimyasal yapilari ile kromatografik davra=-
niglari arasinda bir korelasyon vardir. Ornegin amino asidlerin
kimyasal yapilarindaki alifatik zincirin uzatilmasi veya molekii-
le aromatik bir halkanin girigi ile yapidaki -OH gruplarinin sa-
yisinin azalmasina neden olacagindan ¢dziiniirliigiin azalip, Rf deg-
erinin biiyiimesi ile sonu¢lanir (6). Asparajin ve glutaminin kim-
yasal yapilari gdzoniine alinirsa glutaminin yapisinda bir metil
grubu daha fazladir. ve glutaminin Rf deferi asparajinin Rf deg-
erinden bu yiizden biiyiiktiir ( 4 _nolu sayfada gorildiigi gibi).

Tim amino asidler suda ¢oziinme O0zelliZine sahiptirler, an-
cak bazi amino asidler digerlerine nazaran dsha az ¢oziniir. Bir
amino asidin hidrokarbon zinciri ne kadar kise ise g¢oziiniirliikle-
ri o kadar ¢ok , dolayisiyla polariteleride o kadar biyiiktir.
Bu sebebten asparajin amino asidi glutamin amino asidine kiyas-
la daha polar , yani daha ¢ok suda ¢Oziinme G6zelliZine sahipken,
glutamin daha az polar olup daha az suda ¢Ozilinme 6zelligine sa-
hiptir. Buna gore asparajinin separasyonunda kullénllan solvaﬂJ'
sistemini olugturan ¢dzgenlerin polariteleri de oldukga biliylktir.
Yani kuvvetli polar &zellik tagiyan asparajinin separasyonu ig¢in
oldukga polar olan solvan sistemi kullanilmigtir. Asparajin sew
parasyonunda kullanilan seliiloz MN300 plagi hidrofilik 6zellikes .
te olup P - 1,4 glikozidik baglanmalar ile birg¢ok sayida sello-
bios yapisi igerir. Bu hidrofilik dzellik ¢ok sayidaki -OH gru-
bundan kaynaklasnir. Bu ylizden seliiloz tozu asparajin gibi polar
maddelerin separasyonu i¢in ¢ok uygundur. Seliiloz hem su hemde

alkol gibi diigiik molekiiler afiliktaki solvanlar ile sellobios ii-
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niteleri iginde amino asidler ile H*baglarl olusturarak bu madde-
leri polarite biiyiikliiklerine gore separe eder (44)., Dolayisiyla
asparajinin plazmadan separasyonu ig¢in seliiloz MN300 plagi kul. -
lanilmistir., Glutaminin separasyonu i¢in kullanilan solvan sis-
temi asparajin ig¢in kulianllan solvan sisteminden daha az polar-
dir. Silikajel de glutamin gibi ¢ok fazla polar olmayan amino a-
sidlerin separasyonu ig¢in iyi sonug¢lar verir. Silikajel , monosi-
lisilik asit molekiillerinin polimerizasyonu ile olugmugtur.ve
fazla sayida -OH grubu tagir. Bu ylzden ¢ok fazla polar olmayan
glutamin ic¢in silikajel 60G adsorban olarak se¢ilmigtir (44).Bu-
na gore asparajin igin adsorban olarak seliiloz MN300 , solvan
sistemi olarak metanol-piridin-su (80:4:20) (v/v) ve glutamin i
¢in adsorban olarak silikajel 60G , solvan sistemi olarak iso-
propanol- %10 amonyak (70:30) (v/v) kullamilmigtair.

Asparajin ve glutaminin polariteleri arasinda ¢ok Gnemli
bir fark yoktur. Bu nedenle ayni adsorban igeren TIC plafinda ,
ayni solvan sistemi iginde bu iki aminoasidin Rf deferleri bir-
birine ¢ok yakin ¢iktigi i¢in sajflikli bir separasyon yapirlama-
mirgtir. Ornefin silikajel plaklarinda butanol- asetik asit-su
(4:1:5) (v/v) igeren solvan sisteminde asparajinin Rf degZeri 14,
glutaminin R, deferi 15'dir(Ls).

Asparajin ve glutaminin ¢ift dimensiyonlu kromatografi uy-
gulamalari ig¢in ¢ok standart kosullar (1si,nem,basing) gerektir-
diginden uygulanamamsgtir (2,3,4,6,10,13,34,35,47,55).

Plazmada bulunan asparajin ve glutaminin separasyonunda bu
amino asidlere ait lekeyi belirlemek amaciyla tatbik edilen s
tandart plazmada bulunabilecek diizeyden ne daha fazla nede daha

az olmalidir. Boylece leke biiyiikliiklerinin kargilagtirilmasi 1i-



le o Ornekte bulunabilecek madde konsantrasyonu hakkinda fikir
edinilebilir ve plazmada o amino aside ait lekenin belirlenmesi
daha saglikli olur (14)

Amino asidlere ait lekeleri ortaya g¢ikarmak ig¢in 10 nolu
kaynakta belirtilen yol izlemnmigtir. Plaklara renklendirme reak-
tifine daldirilarak lekeler renklendirilmigtir. Piisklirtme siireti-
ile hazirlanan her bir plaktaki ayni konsantrasyonlardakli amino
asid lekelerinde homojen bir renklenme eldeedilememigtir.Bir p=.
lakta amino asid standart lekelerine ait TIC-SCN degerleri yik-
sek iken ayni miktarlarda amino asid standardi tatbik edilmig
bir bagka plaktaki lekéler diigik okunabilmektedir. Ayrica ayni p-
lak tizerinde dahi bir lekenin homojen olarak renklenmemesinden
dolayyr TIC-SCN tek bir leke ic¢in 31ki veya daha fazla defer oku-
maktadir. Bunu ortadan kaldirmak icin plaklari renklendirme ¢o6-
zeltisine otuz saniye gibl kisa bir am daldairip ¢ikarilmigtair.
Renklendirme ¢6zeltisi 100 ml'lik hacimlerde hazirlanip,kollidin
konmadan buzdolabinda 1 ay siireyle saklanabilmektedir (51).

Plaktan separe edilmig amino asidlerin renklendirme ¢Szelti-
sine daldirma agamasinda , amino asidlerin ¢dziinerek kaybi. sOze
konusu degildir. Eger amino asidler renkendirme ¢ozeltisine geg-
selerdi , etiivde kurutma sonunda higbir amino asid lekesinin o-
lugmamasy: gerekirdi. Ayrica glutamin ve asparajinin asetonda ¢o-
ziiniime uframadigi T belirtilmigtir (53).

Glutaminin separasyonu ig¢in kullanilan solvan sisteminde a-
monyak vardir. Amonyagin plaktan tamamen ugurulabilmesi i¢in e~
- tiivde asgari 105'b'de 2 saat kurutulmasi gerekir. Aksi takdirde
plaktan tamamen ugurulmayan amonyak renklendirme agamasinda nin-

hidrin ile reaksiyona girérek.tﬁm plak sari renge boyanmaktadir



(47). Bu durum hem TLC-SCN hemde TIC-SPK yontem ilé miktar tayi-
nini giliglegtirmektedir.

Kollidin ¢6zeltisi , suda ¢oOzlinen kadmiyum komplekslerinin
olugumuna kadar lekelerin nemden korumasi amaciyla kullanilmakta-
dir. Kollidin ince bir film geridi halinde pla#i sararak lekeyi
labaratuar ortamindan gelen neme kargi korur (6,47,55).

Gerek standart grafik ¢izme ¢aligmalarinda gerekse plazmada
glutamin ve asparajine ait lekelerin TIC-SPK yonteme ait miktar
tayini g¢aligmalarinda lekeler bir spatill yardimiyla kazindi.
Renkli kompleks olugumu i¢in kadmiyum asetat ile inkiibasyona bi-
rakildi. Optik dansite algiimi i¢in olusan renkli kompleks 10 ml
ye dilile edildi. Amino asid-ninhidrin- kadmiyum kompleksinin su-
da ¢dziinme 6zelliinden dolayi diliisyon metanol ile yapilmigtir
(17). Amino asidler kadmiyumdan baska mangan ve demir ilede kom-
Pleks yapabilirler (50) .

Hem asparajinin hem glutaminin artan konsantrasyonlarda
TIC'ye uygulanan miktarlarinin TIC+SCN ve TIC-SPK'ya gore oOlgii-
len degerler arasinda birer standart grafik c¢izimi yapilmigtair,
TLC-SCN ig¢im alan deferi - #C (%mg), TLC-SPK igin optik dansite
- %C (%mg) arasinda ¢izilen bu standart grafikler plazma . &rnek-
lerinde bulunan glutamin ve asparajin miktarlarinin belirlenme=.
sinde kullanilmiglardir.

Bu aragtirmada uygulamaya ¢aligtigimiz TILC-SPK yontem ig¢in
gerekli tiim ekipman ve materyal hemenhemen tiim aragtirma labara-
tuarlarinda bulunur ve diger yontemlere kiyasla g¢abuk ve ucuzdur.
Standart grafigin ¢izilmesinden sonra glutamin ig¢in tiim analiz
zamanl 10, asparajin i¢in 7 saattir. Bir plafa bir ¢ok plazma
tatbiki ve bir tanka iki plak konulmasi ile ¢ok sayida dérnek ga-
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ligilmasyi mimkiindiir. DiZer galigmalarda tek bir drnegin galigil-~
ma siireleri incelendiginde , katyondegistirici kromatografide
(19) 21 saat, kagirt kromatografisinda (13) 18 saat siire gerek-
mektedir, Bu iki amino asidin plazma miktari tayininde kiitle
spektrometrisinde (24) 19 ml , iyon defigtirici kromatografi i-
¢in (z4) 10 ml gibi biiylik miktarlarda plazma gerektiriken, bi-
zim galigmamizda 1.5 ml plazma yeterli olmaktadir,

Asparajin ve glutaminin kandan tayininde TLC-SCN ve TLC-SPK
yontemleri giivenilir yontemlerdir. Galigmamizda bu agik¢a goriil-
mektedir, Bu iki ySntemin esasi , TLC-SCN'de renkli amino asid-
ninhidrin kompleksinin , TIC-SPK'da amino asid - ninhidrin - kad-
miyumdan olugmug renkli kompleks yapisinin maksimum absorbans
gosterdigi dalga boyundaki renk giddetinin 6l¢iim esasina dayan~
maktadir. TLC~SCN bu 6l¢iim alan deferi geklinde Sl¢iiliirken TIC-
SPK'da optik dansite geklinde &lgiilir(her iki yontemde Lamber-
Beer yasasina gire g¢aligmaktadir). Ayni kisinin kan plazmasi =,
zerinde yapilan glutamin TIC-SCN sonug¢lari ile TIC-SPK ydntem
sonuglari (p£ 0.01) ve asparajin TIC-SCN sonuglari ile TIC- -
SPK yéntem sonuglara (p< 0.01) istatistiksel olarak,bir gekil-
de yakin g¢ikmasinin nedeni bu olabilir.

Normal grupta iki yonteme gdre bulunan aspérajin ve gluta-
min - dlizeylerinin kiyaslamasi yapilmgtir.Plazma glutamin deg-
erlerinin TIC-SCN ve TLC-SPK yontemlerinin birbirlerine gdore ki-
yaslamasi ve plazma asparajin degerlerinin TIC-SCN ve TLC-SPK
yontemlerin birbirlerine gore kiyaslamasi. i¢in korelasyon kat-
Sayisi hesaplanmigtir,. Her iki amino asid ig¢in korelasyon kat sa-
yasi ( Polp = Q.98 ve Tron = 0.97 ) 1l'e gok yakin oldugundan ,

iki yontem sonuglari arasinda kuvvetli bir iligkinin wvarlipi a-
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iiktir (p{ 0.01). Istatistiksel agidan anlamli olan bu ilisgkinin
rapisinl agiklayan regresyon dofru denklemi ve grafikleri Grafik
I ve VI1'da verilmigtir.

Yapilan literatir taramalarinda normal bir insanin plazma
slutamin dlizeyi kolon kromatografisine gore % 6-10 mg , diger bir
tolon kromatografisi ydntemine gére de % 5.6-9.8 mg olarak veril-~
aigtir (21,50). Asparajin i¢in normal kan plazma diizeyi kolon kro-~
natografisi ySntemine gdre % 1-1l.4 ng arasinda verilmigtir (50).
Bizim bulgularimiza gére TILC-SCN'deki plazma glutamin dizeyi 5.31
J.75 mg, plazma asparajin dizeyi %1.05-1.375 mg olarak bulunmustur
Bu yontem sonuglari her iki amino asid ig¢in literatirlere uygundur
TLC - SPK'da plazma glutamin diizeyi §.5.6875-9:1875 mg, asparajin
dizeyi %1l.04 - 1,.%65 mg olarsk bulunmustur. Bu yontemin sonuc¢lari
da her iki amino asid ig¢in literatiirlere uygundur.

Tablo 5 ve tablo 6'da verilen gutlu hastalara ait serum lrik
asit dizeyleri lirikaz yontemine gore Ol¢lilmiistiir. Serum irik asit
diizeyl #%9.7 ila %12.1 arasinda deficen hig¢bir Snemli hastalifa bu-
lunmayan primer gutlu hastalardair.

Primer gutlu hastalarda glutaminaz I ve glutamat dehidrojenaz
eksikli#i karacifer ve bobrekte glutamin sentezinin artmasina ne -
den olmaktadir. De novo piirin biyosentezinin resksiyon oranin dii-
zenlenmesinde belirleyici tek amino asid substrati olan glubamin
xan dolagsimina verilmeksizin derhal plirin biyosentezine katila -
rak dolayli yoldan lirik asit olusumunu artirdifi bilinmektedir.
Dokularda artmig olan glutaminin plazma dlizeyine etkisi yoktur
(21,56,57).

1950'1lerde Orstrem tarafindan cutlu kisilerde diisiik plazma

glutamin seviyelerinin bulundugu Gutman (21) tarafindan bildi-

rilmigtir. 1955 'de Wyngarden ve Segal tarafindan da
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primer gutlu kisilerde plazma-glutamin diizeylerinin normal sinir-
lar jgerisinde olduu gosterilmistir. Buna gore primer gutlular-
da plazma glutamin diizeyi % 8.4-8.6 mg , normal kigilerde % 8.9-
9.5 mg olarak verilmigtir (56). 1969 yilinda yapilan bir ¢alig -
mada,.primer gubtlu kigilevde. plazma glutamin diizeyli ortalama
%7.8-mg (56.4-9.7mg) , normal grupta ise ortalama %8.2 mg (%6.3-
10.4 mg) bulunmugtur (57). 1974 yilinda Wyngarden tarafindan en-
zimatik bir ydntemin kullanimiyla normal ve gutlu kigilerin plaz-
ma glutamin diizeyi 0.5-0.7 mM/L diizeylerinde bulunmugtur (56).
1373 yilinda Gutman ve Fan Yu tarafindan kolon kromatografisi
yontemi ile galigilarak normai kigilerdeki plazma glutamin diize-
yi 500 ¥ 78 mikromol/L (= %7.317 ¥ 1.14 mg) gutlu kigilerde

480 £ 80 mikromol/L (= %7.02 % 1,17 mg) olarak verilmistir (21).
Bizim galigmalarimiza gore TIC~-SCN'de normal grup plazma -gluta-
min ortalamasi %7.711 mg (% 5.3125 - 9.75 mg) , primer gutlu
olgularda %6995 mg ( % 5.5-8.4375 mg) olarak bulunmugtur. TIC-
SPK ydntemine gdre normal grupta %7.5835 mg ( % 5.6875 - 9.1875mg)'
» primer gutlu olgularda %g,7%2 mg (#4.99 - 8.125 mg) dir. Bul~
gularimiz yukarida saydigimiz literatiir degerleri iiémﬁygunluk
gostermektedir.,

Fan Yu .(57) yapbtifr.- bir ¢aligmada normal ve gut olgu-
larindaki plazma - glutamin diizeylerini bir enzimatik yontem bir
de amino asid analizdr kullsnarak Slg¢miigtiir. . lier iki yontemde de
normal kigilere kiyasla primer gutlu olgularin glutamin diizeyin-
de % 10-15 bir azalma gozlenmistir (57). Bizim galigtigimiz TIC-
SCN'deki normal ve primer gut grubunun plazma -glutamin degerle-
ri kiyaslandi¥inda %11'lik, TIC-SPK'da ise %12,7'lik bir azalma
o0ldugu bulunmugtur.Ancak bu azalmalar istatistiki agidan anlam-
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1 degildir (p)» 0.2).

Tablo 'de her iki yonteme gore bulunmusg asparajin ve glu-
amin degerlerinin oranlari gdsterilmigtir. Kolon kromatografi-
i ile yapilan bir ¢alismada normal grupta glutamin/ asparajin
raninl 4-32.9 olarek bulunmugtur ve bezli patolojik olgularda
. oran defigmektedir (39). Buna gdre ¢aligmamizda narmal grubta
'IC-SUN'ye gdre glutamin/asparajin orami 6.233% , TLC-SPK'da 6.288
Air. Gut grubunda TIC-SCN'ye gore glutamin/asparajin orani
.600 , TIC-SPK'ya gore de 5,518 olarak bulunmugtur. Bu oranlar
.iteratiirda verilen normal sinrlar igerisindedir,

PIC-SCN'ye gdre normal grupta ortalama %7.711 mg (%5.3125-
)75 mg), gut grudbunda ortalama %6.995mg (%5.5,9.1875 mg) p -
lazma glutamin dilizeyi bulunmugstur. Bu defer normal sinmirlar i-
tlnde olup istatistiksel diizeyde anlamli bir fark yoktur.(p)
).2., Tablo 8).

TLC-SPK'ya gore normal grupta ortalama %7.5835 mg (%5.6875-
7.1875 mg) gut grubunda %6.732 mg (%4.990-8.125 mg) plazma
zlutamin diizeyi olarsk bulunmugtur. Bu defer normal sinmirlar i-
7inde olup istatistiksel diizeyde anlamli bir fark yoktur (p) 0.2)

TIC-SCN'ye gére normal grupta ortalama %1.237 mg (%¥1.05 -
1.375 mg ) , gut grubunda %1.249 mg plazma asparajin diizeyi bu-
lunmugtur. Iki grup arasinda asparajin diizeyleri agisindan an -
lamli bir fark yoktur (p) 0.0l s Tablo 8)

TIC-SPK'ya gbre normal grupta ortalama %1.206 mg (% 1,04~
1.365 mg) , gut grubunda % 1.220 mg (% 1.1-1.325 mg) plazma
asparajin diizeyi bulunmigtur. Iki grup Frasznda plazma aspara-
Jin diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli bir fark yoktur
(p)0.01, Tablo 8).



Galigmalarimiza gore, normale kiyasla primer gutlu olgular-
da her iki y6nteme gdre glutamin ve asparajin tayini, primer gut
teghisinde bir parametre olacak durumda goziikmemektedir.

Sonu¢ olarak bu g¢aligsmada kan plazmasindaki asparajin ve
glutamin analizinde kullanilsbilecek TIC ile kombine TLC-SCN ve
TLC-SPK yontemleri verilmigtir. Bu yontemler aragtirmalar ig¢in
kaynak olugturacak nitelikte goziikmektedir.



OZET

Bu aragtirmada kan plazmasindaki glutamin ve asparajin
amino asidlerinin analizinde kullanilabilecek , ince tabaka
kromatografisi ile kombine spektrofotometrik bir yontem ve-
rilmigtir. Ayrica bu yontem sonuglari ile TIC-SCN'de bulu-
nan sonu¢lar mukayese edilumigtir,

Bu iki yontem ig¢in 35 normal ve 15 primer gut hastasinin
kani alinip, plazmalari ayrilmigtir. Ekstraksiyondan sonra in-
ce tabaka kromatografisi ile separe edilmig ve asparajin ve
glutaminin TIC -SCN'de ve TIC-SPK yontemlerince miktar ta -
Yinlerine gidilmigtir.

Normal kan plazma orneklerinin , her iki yontemdekl aspa-
rajin ve glutamin degferleri literatiir deferleri ile uygunluk
gostermigtir, Primer gut hastalarinda plazmadaki asparajin ve
glutamin dlizeyleri ile normal grup arasinda istatistiksel ola=
rak anlamli bir fark bulunmamigtir ( .glutadmin i¢fin 1) 0.2 ve
asparajin i¢in p ) 0.01 ).
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SUMMARY

In this research, a spectrophotometric procedure combined
with thin layer chromatography was described for analysis of
asparagine and glutamine from human blood plasma. Furthermore
the results obtained by this procedure were compared with the
results measured by TLC-Scanner.

" Blood samples were collected from 35 healthy volunteer
controls and 15 gout patients for both procedures and the'plas-
ma was seperated by centrifugation . Asparagine and glutamine
were separated by thin layer chromatography after extraction
procedure and determined quantitatively by spectrophotometric
procedure and TLC-Scanner.

The results obtained by spectrophotometric procedure and
TLC-Scanner for normal controls were consistent with the re-
ported results in literature. The plasma glutamine and the

plasma asparagine levels of primary gout patients weren't sig-
nificantly differences than the levels of normal controls

(for glutamine p)» 0.2, for asparagine p) 0.01).
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KISALTMALAR

TLC -Ince Tabaka Kromatografisi
TLC-SCN -TIC-Scanner Aleti

SPK ~Spektrofotometrik Yontem
TIC-SPK -TIC ile kombine galigilmg SPK
Asn -Asparajin

Gln -Glutamin

Glu ~Glutamat

AMP —~Adenozinmonofosfat

ADP ~Adenozindifosfat

ATP —-Adenozintrifosfat

GMP -Guanozinmonofosfat

IMP - =Inozinmonofosfat
GGluk -Glukoz

KC -Keton Cisimleri

YA ~Yag Asidleri

TG ~Trigliserid

ala -Alanin

prot -Protein

NAD -Nikotinamidadenindiniikleotit
NADP -Nikotinamidadenindiniikleotitfosfat
PRPP ~Fosforibozil pirofosfat

PEP -Fosfoenolpiriivat

PEPCK ~Fosfoenolpiriivatkarboksikinaz
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