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GZET

Karnitise (3-hidroksi-4-trimetil gminobitiva), vaplardan
aherfi dretiminds temel bir kofokiardir, Kasta kaltsal
warmitin eksiklifi, insanlarda bazt cas hastaliblorae yol
gpmakla, sistemin exsiklifi e sobliklo slimiere neden
olabilmekiedir, ditter hastaliblarla  slan
tigkisi de, pek cok bivokimyact ve Minisyen icin merak
adadt durmmundadir. Karnitin, dokuda ve gegitli viieat
sividarmda  degivik yontemlerle belirlenmigtir.  Big,
ferrnicine ekxikliffinin sapranmass ve degisik hastalidarla
olan ilighisinin aragurdabillmesi igin, bir & g
L1 sl erkelk ve
kadmdan olugan prupta serum kaduitin ditzeyiering
arugtiediic ve laboratuvarine: igy referans degerlering
Sepiadik,

Karnitinin

alarak, kelorimetrik  vontemie

Anahtar sozeitkler: Karaitin,  enzinmtib-kelarinetrik

Yillem

SUMMARY

Curmiting (3-hydroxy-d-trimethyl aminebitirate) i an
essential cafactor for energy production from fatry
acidis. Hereditary carnitine deficioncy in the muscle
causes cerlain muscle diseases and whew the deficiency
is syslemic, @ aften leads o death, Camitine and s
relation with other diseases {5 a focus of interest for
many biochemists and clivicians, Corniting has been
determined in differens tissues and boiy fuids by wsing
radio isetopic, colorimetric and Tucronieiric netheods,
We measured sémun camitine concentrations in 41
healthy men wrd women and determined the reference
levels af our luboratary.
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Kamitin (L-8-hidroksi-y trimetilaminoburitik
asid) ve agil esterlert. hayvansal dokularda
genig dagilium gosterir ve dzellikle, en fazla
kaslarda bulunurlar, Kamitin, yaglardan enerji
uretiminde temel bir kofaktirdie, Kasta kali-
sal kamnitin eksikligl, insanlarda bazs kas has-
taliklann yol agmakta ve sistemik eksikligi
1s¢, siklikla dlimiere neden olmakladir. De-
gerleri biyokimyasal agidan oldufu kadar, kli-
nik agidan da, tam ve bazi hastaliklann saf-
twmmn izlenmesinde giderck artan bir sekil-
de ilgi gekmektedir. Bunlar Diabetes mellitus-
ta {1}, kardiyvovaskiiler borukluklarda (2.3.4.
5) kronik renul yetmezlik ve bishrek trans-

plantasyonlarinda  (6,7,8),  hiperamonemik
hastaliklarda (9), karacier sirozunda (100,
septisemilerde (11), antikonvulzan tedavilerde
{12,13) ve vh. birgok olguda arastirilmstir.
[Diistik doku karnitin konsantrasyonlan kasta
lipid kas
gugstzliklerine yol agmakta ve bu semp-

birikiming  neden  olarak

tomlar diyete L-Kamitin eklenmesi  ile
diizeltilebilmektedir(2,7,14).

Karnitin, ¢esithi viicut sivilannda ve do-
kularda radyoizotopik. e¢nzimatik-kolorimet-
rik. lluorometrik ve kromategrafik (HPLO)
yaemler ile belirlenmistic (14 - 25),

(*). Bu calsma 24-29 Ekim 1992 tarihinde Antalya'da yapilan XI. Ulusal Biyckimya Kongresinde sunulmustur,

87



Dk Byl Cniversitesi Tip Faiciibiess Dergisi
Tk 1994 il B Sayz 1

Karnitin dlgimiinde kullamilan yintemlerin
goftu, karmitine asctil transferaz kullaminu ile,
asetil grubunun, asetil Koenzim A'dan kar-

niting transferine dayamr.

Biz de, kamitin cksiklifinin saptanmast ve

degigik  hastaliklar  ile  olan  iligkisinin
aragtirtfabilmesi amaci ile, bir dn adim ola-
rak, Wielund ve arkadaglanm (23) en-
zimatik-kolorimetrik  yontemini kullanarak,
serum total ve serbest kamitin dizeylerinin la-
boratuvarmizdaki referans degerlerini sap-
tadik.

soyledir; Serbest kamitin, asetil CoA ve kar-

Kolorimetrik  vintemde  prensip
nitin asctil transferaz varli@inda asetillenir ve
CoA-5H olusur: Daha sonra CoA-SH, DTNEB
ile reaksiyvona girer ve kamitin miktan ile
olarak,  sarereenkli

orantih S-tivo 2-

nitrobénzoat anyonu  meyvdang  gelir,  Ko-

lorimetrik Slgiim 405nm.de yvapilic.

L-Karnitin + asefil - CoA-5H _:..’..‘.l. gsefil - L - karnitin
——n
+ Coal-5H

CoA-5H+DINE —> CoA-5-MNB+ TNE +HY

Total kamitin igin agil kamitinler alkalen hid-
rolize serbestlestirilir. DTNE ile reaksivona
girehilecek diger tivot bitesiklerd, dlgimden
once dmekler hidrejen peroksit ile igleme so-

kularak okside edilmekiedir,
GEREC VE YONTEM

Cahsma grubumusu, yaglann 18-35 olan 21
sadhkh erkek ile, yaslan 20-35 olan 20
safhikl kadin olugturdu,

- BR -

Reaktifler:

I, DTNBMHepew/EDTA Solisyone (MTNB, 2.7 mmaolf
15 Hepes, 05 mol; EDTA, 1O mmol/.; pil: 7.5).

Asetll-Cod Saliisvenu (12 mmolT)
[CAT. 400

[

Kamitin  agsetiltranl  ferz,
gilvercin gbgls kasindan

4. Ha(z Sollisyony, %30

5, Kowax {13 x 106 kKUAS DBoehnngee Mann-
her'dan, suda krstal sUspansiyonu, 20 mg protein/
ml, ca, 65 kU/mg 20 i sbspansiyon, 500 pl su ile
diltle edildi.

6. Perklonk asid [£1.2 meld.)
7. Perklonk asid IT (0.6 mobT.)
& KAPM solisyone (0.7 mold.)

kL)

Katalax ve CAT seyrelileri her seferinde taze
haarrlanda, 100 Ul serum 100 pl perklorik asid
I solisyonu ile deproteinizasyon amaciyla
karstlaguride ve 10 dk oda sicakhZinda bek-
letildikten sonra 5 dk santrifiijlendi. Sediment
iki kez 100 1 perklorik asid 1 ile yikandi: 1k
sipematant ile bu wikamalar birlegtirildi ve
300 'k bir kst 160 pl K3PO4 selisyonu
Notraliz edilen Ornek,
santrifiij edilmeden Gnee 15-30 dk buzda w-

ile nitralize edildi.
llduy ve daha sonra, analiz igin  bherrak
sipematant elde edildi (ndtralize perkloid asid
ekstreleri).

hemen
dnee 100 Ul solisyon "1" ve soliisyon "4"0n
karisimu hamirlands 150 pl nitralize perklorik
asid ckstresi 50 pl su ile dilte edildi. 20 ul
"l solusyonundan eklendi. Oda
sicaklidinda 10 dk bekletildikten sonra 10
soliisyonu"S" kauld: ve 30 dk (ara sira hafif
sallayarak) oda sicakhpmdy bekletildi. Sant-
riftijden sonra, 200 pl stipernatant, karnitin ta-
vini igin kullanskd,

Tiyol-oksidasyonu:  Kullammdan

Total karnitin tayini: Kamnitin esterleri hid-
rolize edildi. Bu iy igin, nitralize perklonk
asid ekstreleri KOH (1 mol/L) katldiktan
sonra 15 dk 56 C'de inkiibe cdildi, Ormegi
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notralize etmek igin esit muktarda perklorik
asid II kullamildi. 15 dk buzlu suda bek-
letildikten sonra, KCIO, presipitan gikuinil-
di. Berrak stipernatant analiz icin kullamlds

KARNITIN OLCUMO

E:rnai_a |deproteinize, nétraliza) .20 ml

Asetil-Cod 5H solisyonu (2} 0.07 ml

Plastik spatil ile kanstinld ve
absorbanstaki degisim sabit
(yaklask 5 dk) hale gslince,
Ay absorbans kaydedildi.

0.01 ml

CAT Solisyornu (3)

Kangtinldr ve 60 dk sonra A, kaydedildi.

Hesap: mmol/l. cinsinden kamitin  kon-
Wieland  ve

formiiliing gore (23) hesaplands;

SAOLrasyonu, arkadaglannin

U= AA x 0,081 mmaol/1,

{(Sonuglar diliisyon faktdri (9.4) ile carprldi)

Tablo I Serum Total ve Serbest Karnitin Ortaloma

Degerlen
Serum Total Kamifin | Serum Serbes! Karmilin
GRUP n| prmal/L
ort. + 50
ERKEK 21 44037415 S0.34+1872
| =
KAD|N| 20| 4880+« 13.5]1 A7 5641383
p< 0.02 p< 0.01

TARTISMA

Sonuglanimuz literatiirdeki birgok arastirici-
min sonuglan ile uyum gistermekiedir,

Radyoizotopik yontemle ilk olarak gahisan
Cederblad ve Linstadi(16) total kamnitini 51
+10 umol/T. bulmuslardir,

Bohmerin (25)  modifive  radyoizotopik
yontemi ile serbest kamitin 43,148.9 pmol/L

bulunmustur,

Yine Mc Garry ve Foster (20) radyoizotopik
tekniZi, ekstraksivon ve deproteinizasyon ge-
rektirmeyen  modifikasyon ile ¢ahisnuglar;
total ve serbest kamitin igin 65.742.55 pmol/
Lowe 5572199 pmol/L degerlerini bulmus-
lardir. Machana ve arkadaslan (19 fluo-
rometrik yontemle gabisnus ve 13 saglikh
erigkinde serum serbest karnitini ortalama
43 9+8.4 pmol/L olarak saptamslardr,

Kolorimetrik  yontem, karnitin belidenme-
sinde kullamlan en eski yéntem olup, en yeni
higimi 1988'de Schafer ve arkadaslan (21)
tarafindan geligtirilmistir.

- CAT ; )
Ramilin Asetl CoA-8H ———— Asetil kamitin
CoA-sH

OGIH

NAD+CoA-SH+2-  okeoglulirat
CoAsNADH+H

Stiksinoyl-

Aynica, Cederblud  ve  arkadaslan speki-
rofolometrik yontemi Cobas Bio-Santrifugal
analiziire uyarlamiglardir (15}, Burada serum
total kamitini ortalama 58.043.6 gmol/L ve
serbest kamitini 50.8£2.6
bulmuslardir,

fmol/L.

Scccombe  ve arkadaslane (26) da spekt-
rolotometrik  yontemle gabigmuglar, ancak
deproteinizasyon yerine, membran filtreleri

_RG -
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kullanmuglardir. Shihabi ve grubu (14) da
deproteinizasyon gibi zaman ahc ve zahmetli
bir uwygulamayr kullanmayip diyaliz ile
islemieri dahia basite indireemislerdir,

Yontemini kullandipmmize Wieland  ve  ar-
kadaglarimn (23) bulgulan ise giyledir,

Serbest karnitin (erkek) 493487 pmal/l.
Serbest karnitn {kadin) 36.018.2 pmalL
Acil karnitin (Erkek) 1114738 pmald.
Agll kamitin (kadin} 111238 pmold.

Bu sonuglar ile bizim  sonuglarmmz gok
vikinhk gostermektedir,

Biz Wieland et al. {23) yontemini labora-
tuvarnmiz sartlanna wygunluk agisindan ter-
cih ettik. Bu alanda kullamilan radyoizotopik
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yintern,  radyoakil  maddeler  nedeniyle
pahgang ve gevreye zararhdie. Fluorometrik
viintem de, endojen Auoresan maddeler in-
terferans yapuf igin dezavantajhidir.
Ernzimatik-kolorimetrik  yontemin  zahmetli
deproteinizasyon  ve ndtralizasyon  evresi,
daha az zaman alice bir iglemle degistirile-
bilir. Seccomb ve arkadaglan (20} ile Shihabi
ve arkadaglan (14) buna membran filtre ve
divaliz ile giedm getirmiglerdic: bu hususta
daha genis aragtirma olanaklan bulunacaktir
kamsindayiz.

Serum  dizeyleri genis sumrlar  arasinda
dagthm gasterdifinden, tam agsindan serum
diteeylerinin yamsira, doku dizeylerinin de
gabigilmasiin daha  anlamb sonuglar ve-
recefind diigiinmekteyiz.
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