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OZET

Bu palz;mada amino asitler iki fazl bir aywima tabi tutulmus-
“lardir. Birinci fazda yiiksek voltaj Elektroforez teknigi kullamimis
ve amino asitler elektriksel yiiklerine gore yatay pozisyonda anottan
" katoda dogru uzanan bir hat iizerinde yer alng‘lardtr 1klncz Jfaz ola-
rak uygulanan assandan kromatografzsz ile de amino as:tlerzn, dtkey
zstzkamette cegitli mesafeleri katetmelerz ; saglanmt;tlr thzdrm ve
sabit boya-ile boyanan amino asztler, uygun tekmklerle kahtatzf ve
“kantitatif olarak degerlendirilmislerdir. .

1. Giris :

- ~Muhtelif viicut sivilarindaki:amino
asitlcrin, kalitatif ve kantitatif olarak
analizleri, giiniimiizde siklikla ihtiyag
duyhlan, laboratuvar = muayenelerin-
dendir. Ozellikle kolon ve gaz kroma-
’tVog.rafi,s’iV tekniklerinin kullamlma51 ile

bu giin i¢in amino asitlerin tayinleri
¢ok kolaylasmigtir. Ancak bu teknikler
pahali ve idamesi gii¢ aletlerin mevcu-
diyetine ihtiyag gosterirler. Oysa Ulke-
mizdeki sartlar nisbeten ucuz, uygulan-
masl kolay ve a’kademik caligmalara
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temel teskil edecek derecede givenli

aragtirma metodlarinin uygulanmasini
gerektirmektedir. Yiiksek voltaj elek-
troforezi ve bununla kombine kroma-
tografi teknifi diger iilkelerde uzun
stiredir bagar1 ile uygulanmaktadlr(l)

Yazimizda, Ulkemiz sartlarma uygun

buldugumuz bu metodun Bélimiimiiz- . -

de amino asitler igin' tatbikat: sirasinda’ ¢
edilmesi gerekmektedir.

elde edilen tecriibe ve bulgular takdim
edilecektir.

2. Materyel ve Metod :

Bu calismada il‘lixhtehfwkéyﬁékh
(idrar, serum, 6n kamera s1v1s1) vucut
swvilar: analiz edildi. ‘

-~ Amino ' asitlerin anahm iki fazly-. .
( o d1m1y1a kaglda ‘halka §ek11nde emdi-

olarak yapildz.:

; 1. Faz, Yuksek voltaj elektroforem
Bu faz igin GAMAG F1rma51 tarafin- o
dan imal edilmis yuksek elektroforez”":‘t
cihazi kullamldl(z) Uygulama‘ ' sna—

sindd kullantlan tampon ‘soliisyor
pH'da olup (pH: 1,9).
Formic acid 80 ml.
Asetik acid 320 ml.(A tamponu)
Distile su 4 litre
olusumunda idi.

2. Faz. Assandan kagit kromatog-
rafisi: Bu faz da klasik assandan kagit
kromatografisi - yapﬂch Kulland1g11mz
solvent - :

-Butanol - 180 ml (B solventl)
‘Asetik asit 45 ml, ' o
Distile su 75 ml. den meydana

gelmisti.

" Amino asitler ninhidrinlg boyandi.
Bu amagla 400 mg. ninhidrin 200 ml.

aseton iginde ¢oziildii. Lekelerin sabit-

lestirilmesi i¢in de :
HNO; 9% 10 luk 0,1 ml:
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CuNO; (Satiire) 1 m. (C. solusyonu)
Ethanol % 96 lik 100 ml. S
kullapild.

Uygulama : Biz ¢alismalarimiz ge-
nellikle idrarla yaptik. Idrar dogru-

. »dans dogruya- uygulandr; Ancak ‘protein
+ ihtiva. eden 1drarlar1n ve. diger viicut
~s1vﬂarm1n uygun usullerle deproteinize

Uygulama igin 20 x 40 cm. boyut-
larinda  Schleicher Schuel (2043 B)
kromatografi kdgitlar1 kullapildi. Ka-
gidin, sekil 1 de goriildiigii gibi sol alt
kogesine ¢oklukla 10 mikro litre idrar
tatbik edildi. Idrar gayet ufak porsi-
yonlar halinde (0,5 mikro litre kadar)
ve bir sicak hava kurutucusunun yar-

«r11d1 Bundan sonra kromatografi kagidi
A tamponu ile 1s1at11d1 ve bu sirada idra-
n kuygulandlgl kisma tamponun gayet
ydva§ b1r §ekxlde tatbikine dikkat edildi.
“Fazla tampon . f11tre kagitlar1 arasinda

“emdxnlerek ahndlktan sonra kroma-
tografi kagidi yuksek voltaj elektrofo-

rez cihazinda 3100 voltta yarmm saat
tutuldu.

Yiksek voltaj elektroforezini ta-
kiben, B solventi iginde 15 saat siireli

assandan kagit kromatografisi yapildi.

Ik1n01 faz da bu sekilde-tamamlandik-
tan sonra kAgit once ninhidrinle ve

bunu katiben C soliisyonu ile boyand1
ve' degerlendxrmeye geglldl '

Degerlendlrme ki kademede ya—
pild. Kalitatif degerlendirme igin dnce

 ‘ 22 ayrl standardm, iki fazli uygulama

sonticu kromatografi kagidi iizerindeki

- yerleri tesbit edildi. Bilinen amino asit-

ler bu sekilde-lokalize edildikten sonra
kiyaslama sureti ile orneklerdek1 blhn-
meyenlerin idantifikasyonu yap11d1



5cm

" Tatbik noktast
2,5 C

Kromatografi kagidi (20x40cm)

Sekil 1. Numunenin'kromatogfafi kagidia tatbik edilis sekli

" Biz kantitatif-degerlendirmeyi nor-
mal idrar amino asitlerinde yaptik. Bu
i iin metodun tek fazli olarak uygu-
lanmast -yeterli oldu. Zira normal id-
rarda mevcut amino asitler sadece
yiiksek voltaj elektroforezinin tatbikati
ile saflekeler vererek ayrildilar. Bu leke-
ler “bir = dansitometrede . (Densicord,
Photovolt-Corp) degerlendirildi ve uy-
- gun ‘standartlarin . yardimiyla miktar
tayini yaplldi;‘ ‘

" 3 Bulgular

-~ 21 amino asit ve 1 glutatlon stan-
dard1 ile elde edilen amino asit haritasi
sekil 2 ve sekil 3 de goriilmektedir.
22 degisik standart uygulanmasina rag-
‘men gozle goriilebilen leke adedi 16 dir.
Bu durum bazi amino asitlerin nin-
hidrin. 11e dyi boyanmamalarl ve blrden

,olmalarl ile 11g111d1r Nxteklm 31ste1n,

sitriilin ve hidroksiprolin ninhidrinle
iyi bir gekilde boyanmadilar. Ayrica
16sin-isolosin. - ve  aspartik  asit-aspa-
ragin-glutamin -birbirlerine ¢ok yakm
olarak leke: verdiler:

Amino asitlerin ‘Iokalizasyon]anm
standardize etmek amact ile biitiin amino
asitlerin alanine gore, dikey ve yatay is-
tikamette Rf degerleri hesaplandi ve
sonuglar tablo I de takdim edildi.

4, Tamgma

Kammlzca assandan kagit kroma-
tografisi ile kombine yiiksek elektro-
forezi, amino aS1t1er1n analizi yonunden
ucuz ve guvemhr bir metoddur 'Yuk-
sek voltaj elektroforez cxhaz1, dan81-
tometre; kullanllan reaktxﬂer plyasa-
dan kolayca temm ed1leb111r1er Yuksek
voltaj. elektroforez c1ha21 ammo as1t—
lerden bas,;ka, mdollu bxlegxklerm, por-
ﬁrmlerm, karbonh1dratlar1n, v1tam1n1e—
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$ekll 2. 21 amino asit ve g]utatlona alt 2 fazli kromatogram

rin ve piirinlerin separasyonunda bagan
ile kullanilabilir. Aletin ¢ok yonlii olu-
su, maliyetini daha da-ucuza getirebi-
lecek = bir niteligidir..

Bu aragtirma“ metodunda yiiksek
voltaj elektroforez tekniginin assandan
kromatografiden Once kullanilmasi, 6r-
nekteki inorganik maddelerin . ortam-
dan uzaklastirilmasi - (desalting) y&-
niinden ¢ok yararhidir. Boylelikle can
sikict ve zaman alici desalting metod-

larmm kullanilmasina lizum kalma-
migtir.

Metodun siiresi yoniinden miina-
kasasi yapilir ise; Qlft faz uygulandi-
'gmda bir niimunenin analizi 1,5 giin
siirmektedir. Ancak modern aragtirma
merkezlerinde amino asitlerin tayini
i¢in uygulanan, kolon veya gaz kro-
‘matografisi tekniklerinin de stiresi bu
metoddaki uygulamadan pek fazla-
kisa degildir. Ustelik sadece 1. fazin
‘uygulanmas1 kayd1 ile’ '20%40 cm. eba-
d1ndak1 b1r kromatograﬁ kagldmda
ayr1 niimunenin bir arada analizi
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mumkundur Bu usiil 6zellikle tarama
calismalar1 igin ¢ok yararlidir. Boylece

‘normal patern gosteren Srnekler siiratli

bir §ekilde ayiklanabilir. Anormal 6zel-
lik gbsteren. Ornekler ise, 2 fazli aliyma

uygulanarak ayrintily bir §ek11de ince-
Iene ilir.

g ;Ammo asxtlerm lokahzasyonunu
standardize etmek gayesi ile muayyen bir
aminoaside gore Rf degerlerinin tesbiti
kanaatimizca metodun iiniversal olabile-
cek bir yoniinii teskil eder. Nitekim baska
aragtiricilarin da pH: 1,9 da yaptiklar
caligmalarda alanine gore elde ettikleri
Rf degerleri bizimkilerin aymdir, TabloII
Su halde, tampon solusyonun ve 2.
faz - solventinin ' terkipletinin .= aymi

kalmas1 sart1 ile metod hangi degisik

sartlarda - (farkli - kromatografi . kagidi,
farkli gerilim ve :siire) tatbik . edilirse

edilsin_ alanine ~ gore elde. edilen Rf

-degerleri aym ,bulunacaktlr.

kantxtasyonu kammtzca en guvemhr
Olarak elii yonla yapﬂabllxr Fakat bi-
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Tablo I: Muhtelif Amino Asitletin Alanine Gore %

Degérleri S

L&sin - Tzoldsin
Fenil-alanin
Valin
Triptofan
Metiyonin
Tirozin
Glutamik asit
Tireonin

Glisin

Aspartik asit - Glutamln Aspara_un
Serin :

Histidin

Lizin

Sistin, Sistein

Glutatiyon

Alanin

Yatay Istlkamette :
-0,82 :

0,67

~ 0,86
0,54
0,74

0,57

0,69
0,77

1,12
0,66
0,86
1,30

142
0,65

0,55
1

Dikey Istikamette.
1,5 ;
1,4
1,3
1,2
1,3
1,1
10,8
! 0,8
0,7
0,6
0,6
0,5
0,4
0,3
0,3
1

Ta'blo; II: Amino Asitlere Ait Ry Degerlerinin Literatiirle Kiyaslamasi

Axﬁino Asit

~ Bizim Degerimiz

Literatiir Degeri (1)

Lizin
Histidin
Glisin

Alanin

Serin

Vahn ,
Losm Izolosm
Metiyonin
Glutamik - asit
Aspartik asit
Tirozin

0,86

- 1,42

1,30
1,12
1,00

0,85

10,82
0,74
0,69

0,66
0,57

1,40
1,29
1,15
1,00
0,84
0,82
0,77
0,72
0,69
0,64
0,55

lindigi gibi bu usul gok zaman alicidir.
Biz kantitasyonu, sadece yiiksek voltaj
elektroforezinin uygulandigi kroma-
togramlarda, dansitometre ile yaptik.
Normal sahislarda idrarla amino asit
ekskresyonu incelemek amaciyla kullan-
digumuz bu usul basarili sonug verdi(3).
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Gift fazli kromatogramlarda elde
edilen lekeler, tek faza kiyasla daha
soluk ve genis olmalarina ragmen dan-
sitometre ile Olciime elverisli bulun-
muglardir. Ancak sonuglarin daha gii-
venilir olmasi i¢in dansitometrede dlgiim
sartlarinm daha degisik olmasi gerek-



lidir. Biz bolim .olarak mevcut aleti-

mizi bu yonlii gelistirme gabasi igerisinde-
yiz. Bu itibarla 2. fazdaki lekelerin densi-

tometre ile degerlendirilmesi konusun-

daki fiklrlerimizi bu sahada yeteri kadar

galigma imkén: elde ettikten sonra bil-

direcegiz. -

Summary

The Application of High Voltage

Electrophoresis and Ascendent Paper .

Chromatography on the Qualitatif and
Quantitatif Evaluation of Amino Acids.

In this study, amino acids existing

" in various body fluids have been separa-
ted by using a two phase separation -

method. In first phase high voltage
electrophoresis has been wused and
" amino acids have localized horizontaly
on chromatography paper. As a second

phase, ascendent chromatography has
been applied and this time, amino
acids moved verticaly. After staining
with ninhydrin and dipping in fixation
solution, a qualitatif and quantitatif
evaluation has been made.
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