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OZET

GOk Topak, E. D., Sulfur Metabolizmasinda Yer Alan Metabolitlerin Miktar
Tayini i¢cin LC-MS/MS Yonteminin Gelistirilmesi ve Valide Edilmesi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiist, Analitik Kimya Programi, Yuksek Lisans
Tezi, Ankara, 2021. Sulfur metabolitleri, hiicresel fonksiyonda kritik roller oynarlar.
Sulflr bilesiklerinin dlzeylerindeki ve metabolizmasindaki degisikliklerin kanser ile
iliskilendirilmesi bu bilesiklerin Klinikte hassas, dogru ve hizli miktar tayinlerini
yapabilme gereksinimini dogurmustur. Ozellikle biyolojik sorulara cevaplar ararken,
spesifik metabolitlerin derisimlerinin dogru ve kesin olarak bilinmesi gerekir. Bu tir
analizler hedeflenmis metabolomiks calismalar ile elde edilebilir. Bu ¢alismalarda LC-
MS/MS yaklagimlari, Ustin segiciligi ve duyarliliklari nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Tez c¢alismasinda kisa analiz suresine (12 dk) sahip ve
tirevlendirme asamasi gerektirmeden sulfur metabolizmasinda yer alan metabolitlerin
es zamanlh analizi icin yeni bir LC-MS/MS yo6ntemi sunulmustur. Ydntem,
metabolitler i¢in 0,05-10 pg/mL araliginda dogrusal bulunmustur. Gelistirilen yontem
validasyon caligmalar1 ile secgici, kesin, dogru, duyarli, dogrusal ve saglam
bulunmustur. Gelistirilen yontem insan hepatoseliiler karsinom (HepG2), insan
akciger adenokarsinom (Ab49), insan saglikli akciger epitel (BEAS-2B), insan
kolorektal adenokarsinom (Caco-2) ve insan saglikli kolon epitel (FHC) hiicre

hatlarina uygulanarak stlfiir metabolitlerinin miktarlar1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Silfir metabolitleri, hicre kaltur, LC-MS/MS, kanser,
hedeflenmis metabolomiks, yontem gelistirme, validasyon
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ABSTRACT

Gok Topak, E. D., An LC-MS/MS Method Development and Validation for
Quantification of Metabolites in Sulfur Metabolism, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences Analytical Chemistry Program Master
Thesis, Ankara, 2021. Sulfur metabolites play critical roles in cellular function.
Changes in the levels and metabolism of sulfur compounds, were associated with
cancer, which have led to the need to make precise, accurate and fast determination of
the amount of these compounds in the clinic. The concentrations of specific
metabolites should be known accurately and precisely, especially when searching for
answers to biological questions. Such analyses can be obtained through targeted
metabolomic studies. Because of their superior selectivity and sensitivity, LC-MS/MS
approaches are widely employed in these studies. A new LC-MS/MS method for the
simultaneous analysis of metabolites with a short analysis time (12 min) and
metabolites involved in sulfur metabolism without the need for a derivatization step is
presented in the thesis study. The method was found linear for metabolites ranging
from 0,05 to 10 pg/mL. The developed method was found to be selective, precise,
accurate, sensitive, linear, and robust with validation studies. The amounts of sulfur
metabolites were determined by applying the developed method to cell lines of human
hepatocellular carcinoma (HepG2), human lung adenocarcinoma (A549), human
healthy lung epithelium (BEAS-2B), human colorectal adenocarcinoma (Caco-2), and
human healthy colon epithelial (FHC).

Keywords: Sulfur metabolites, cell culture, LC-MS/MS, cancer, targeted

metabolomics, method development, validation



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI

YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETIK BEYAN

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALAR

SEKILLER

TABLOLAR

1. GIRIS ve AMAC
2. GENEL BILGILER
2.1  Omiks Teknolojisi

2.1.1  Genomiks
2.1.2  Transkriptomiks
2.1.3  Proteomiks
2.1.4  Metabolomiks
2.2 Sulfir metabolizmasi
2.2.1  Hedeflenen Metabolitler
2.2.2  Kaynak 6zeti
2.3 Sivi Kromatografisi-Kutle Spektrometresi
2.3.1  Sivi Kromatografisi
2.3.2  Kitle Spektrometresi

3. GEREC VE YONTEM
3.1  Kullanilan Kimyasal Maddeler

Vi
vii

viii

Xii
XVi

Xvii

12
13
15
25
25
32

40
40



3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

3.8

3.9

4.2

Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Sarf Malzemeler

Kullanilan Yazilim Programlari

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Hiicre Kiiltiirii Caligmalari

Analiz Yontemi

3.7.1  Optimizasyon Caligmalar1

3.7.2  Analiz Kosullar1

Yéntemin Hiicre Kiiltiirii Orneklerine Uygulanmasi
3.8.1 Kalibrasyon Standartlarinin Hazirlanmasi
3.8.2  Yontemin Numunelere Uygulanmasi
Analitik Yéntem Validasyonu

3.9.1 Validasyon Parametreleri

BULGULAR

Analiz Yonteminin Gelistirilmesi

411 MS/MS Yonteminin Optimizasyonu Sonuglari
4.1.2 Kromatografik Kosullarin Optimizasyon Sonuglar1
4.1.3  Sistem uygunluk

Analitik Yontem Validasyonu

4.2.1  Secicilik

4.2.2 Tasmnma

4.2.3 Duyarlilik

4.2.4  Dogrusallik

4.2.5 Kesinlik ve Dogruluk

4.2.6  Matriks etkisi

4.2.7  Saglamlik

40
41
41
41
42
43
43
44
45
45
45
46
46

47
47

47
50
54
55
55
55
56
57
60
62
63



4.2.8 Tutarlhilik
429 Stabilite
4.3  Yontemin Gergek Numunelere Uygulanmasi

TARTISMA
SONUC ve ONERILER
KAYNAKLAR

EKLER

© N o O

EK 1. Istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmas1
EK 2. Orjinallik Raporu Ornegi
EK 3. Dijital Makbuz

9. OZGECMIS

Xi

64
66
68

70
77
79

88



APCI
AYBA
A549
BA
BALF

BEAS-2B

BH
Bkz
BSS
Caco-2
CE
CE-MS
CID
CSF
Cys
CysSA
CytcA
DC
Der
DIART
dk
DTT
ESI
ESI-MS
Eks
FBS
FEM
FHC

fmol

SIMGELER VE KISALTMALAR

Atmosfer basinc1 kimyasal iyonizasyon
N-(akridin-9-yl)-2-bromoasetamid
Insan akciger adenokarsinom
Bronsiyal aspirasyonlar

Bronko alveolar lavaj sivisi
Insan saglikl1 akciger epitel

Bagil hata

Bakiniz

Bagil standart sapma

Insan kolorektal adenokarsinom
Carpigma enerjisi

Kapiler elektroforez kitle spektrometrisi
Carpisma sonrasi parcalanma

Beyin omurilik s1visi

Sistin

Sistein sulfinik asit

Sisteik asit

Dogru akim

Derisim

Doteryum izobarik amin reaktif etiketi
Dakika

Ditiyotreitol

Elektrosprey iyonizasyon

Elektrosprey iyonizasyon kitle spektrometresi

Ekstraksiyon

Fetal sigir serumu
N-(2-ferrosenetil)maleimid
Insan saglikl1 kolon epiteli

Femtomol

Xii



FMEA
FT-IR
GC
GC-MS
GSA
GSH
GSSG

HAEC
Hcys
HELA
HepG2
HF
HFBA
HILIC
HPLC
HUVEC
1AA
IAM
ICH
IEC
M
IPCF
is

K

KS

K’

L

LC
LC-MS/MS
LLOQ
LOD

Ferrosenkarboksilik asit-(2-maleimidoil)etilamit
Fourier doniisiimli kizil6tesi spektrometresi
Gaz kromatografisi

Gaz kromatografisi-kitle spektrometresi
Glutatyon sulfonamit

Glutatyon

Glutatyon disulfit

Hacim

Insan aort endotel hticreleri
Homosistein

Insan rahim agz1 kanseri

Insan hepatoseliiler karsinom

Hareketli faz

Heptaflorobdtirik asit

Hidrofilik etkilesim kromatografisi
Yuksek performans sivi kromatografisi
Insan gébek bag: entatal hiicreleri
Iyodoasetik asit

Iyodoasetamid

Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi
Iyon degistirme kromatografisi
Iyonizasyon modu

Izopropil kloroformat

I¢ standart

Kolon

Kolon Sicakligt

Kapasite faktord

Litre

S1vi kromatografisi

Sivi kromatografi-kutle spektrometresi
Alt tayin sinir1

Go6zlenebilme simir1

Xiii



Log P
LR

m/z

MA
MALDI
mBrB
Met
MeCN
MeOH
mg
mL
mm
mM
MRM
MS

NACss
NEM
ng

nL

nM
NMR
NP-LC
NPM
PBMC
P. Cok
PFHA
PGC
pmol

N-oktanol/ su partisyon katsayisi
Etiketli reaktif

Ktle-yuk

Metre

Molar

Molekiler agirlik
Matriks-destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyonu
Monobromobimane

Metiyonin

Asetonitril

Metanol

Miligram

Mililitre

Milimetre

Milimolar

Coklu reaksiyon izleme

Kitle spektrometrisi

Etkinlik (teorik tabaka sayisi)
N-asetil sistein disulfit
N-etilmaleimit

Nanogram

Nanolitre

Nanomolar e

Nikleer manyetik rezonans
Normal faz sivi kromatografisi
N-fenilmaleimit

Periferik kan mononikleer hucreleri
Protein Coktlirme
Perfloroheptanoik asit
Gozenekli grafit karbon
Pikomol

Dort kutuplu analizor

Xiv



R2

RA

RF
RNA
RP-LC

SAH
SAM
Ser
SH

SS
Tau
TCA
TCEP
TDFHA
TFA
Tar
R

ng
pL
pm

pM

Korelasyon katsayisi
Tanimlayicilik katsayisi
Indirgen madde

Radyo frekansa
Ribontkleik asit

Ters faz sivi kromatografisi
Saniye
S-adenosilhomosistein
S-adenosilmetiyonin
Serin

Standart hata

Standart sapma

Taurin

Trikloroasetik asit
Tris(2-karboksietil) fosfin
Tridekafloroheptanoik asit
Trifloroasetik asit
Tiirevlendirme ajani
Alikonma zamani

Volt

Mikrogram

Mikrolitre

Mikrometre

Mikromolar

Ortalama

XV



Sekil
2.1,
2.2,
2.3.
2.4,
2.5.
2.6.
2.7.

2.8.

2.9.
4.1.
4.2.
4.3.
44.
4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

SEKIiLLER

Omiks ¢aligmalari.

Bir metabolomiks deneyin asamalari.

Siilfiir metabolitleri i¢in basitlestirilmis metabolik yolak.
HILIC teki sabit fazlarin fonksiyonel grubu.

HILIC kromatografisi ayirim mekanizmas.

ESI’nin sematik gosterimi.

Dort kutuplu MS’nin ¢aligmasi prensibinin sematik gosterimi.

Tek asamali kiitle spektrometrisi ve tandem kiitle spektrometrisi
karsilastirmasi.

LC-MS/MS sistemlerinde ¢esitli tarama sekilleri ile kiitle analizi.
Metabolitlere ait MS/MS pargalanma modelleri.

Sistein ve sistinin farkli kolonlarda ayirimu.

Tum stlfar metabolitlere ait 6rnek kromatogramlar.
Metabolitlere ait kalibrasyon dogrulari.

Metabolitlere ait dogrusallik kontrol grafikleri.

Donma-¢ozilme ddéngusinin sulfur metabolitleri  Gzerindeki
etkisi.

Sulfar metabolitlerinin oto érnekleyicideki kararlilik ¢alismalari.

Stilfiir metabolitlerinin farkli hiicre hatlarindaki derisimleri.

XVi

Sayfa

13
28
30
35
36
37

38
48
50
52
58
59
66

67
68



Tablo

2.1.
2.2.

2.3.

3.1.
3.2.
4.1.
4.2.
4.3
44.
4.5.

4.6.

4.7.

4.8
4.9.
4.10.

4.11.

4.12.

TABLOLAR

Siilfiir metabolitleri molekiil yapis1 ve fizikokimyasal 6zellikleri.
Siilfiir yolagi hedeflenmis metabolomiks analizler.

Kitle spektrometresinin iyonizasyon kaynaklar1 ve bazi
ozellikleri.

Metabolitlerin analizi i¢in gradiyent eliisyon sartlari.
LC-MS/MS analiz parametreleri.

Optimum MRM kosullart.

Sistem uygunluk test kriterleri.

Sistem uygunluk parametrelerinin degerlendirilmesi.
Sulfar metabolitleri analiz yonteminin tasinma etkisi.
LLOQ degerleri i¢in kesinlik ve dogruluk galismalari.

Metabolitlerin LC-MS/MS ydntemi ile analizlerinden elde edilen
kalibrasyon dogrularina ait bilgiler.

Gelistirilen LC-MS/MS yoOntemine ait giin i¢i ve gilinler arasi
kesinlik ve dogruluk ¢alismalari.

Matriks etkisi.
Saglamlik ¢alismasi i¢in parametreler ve seviyeleri.
Saglamlik ¢alismasi i¢in deney tasarimi.

Silfiir metabolitlerinin saglamlik calismasindan hesaplanan p
degerleri.

Gelistirilen yontemin tutarlilik verileri.

xvii

Sayfa

14
17
33

44
45
49
54
54
56
56
60

61

62
63
63

64

65



1. GIRIS ve AMAC

Sulfir metabolitleri tim canli organizmalarda olduk¢a énemli fonksiyonlar
sergilerler. Hucresel redoks mekanizmalarin1 diizenleyerek ateroskleroz, kanser,
yaslanma ve solunum yolu hastaligi dahil olmak Uzere bircok hastalikla iliskili olan
serbest radikalleri, reaktif oksijen tlrlerini ve toksik bilesikleri detoksifiye ederler.
Hicre sisteminin dengesini saglamada ve korumada oldukca etkilidirler. Salfir
bilesiklerinin dizeylerindeki ve metabolizmasindaki degisiklikler ya da sulftr
metabolizmasinda yer alan enzimlerdeki herhangi bir bozukluk, dogustan gelen
metabolizmal, akciger, kanser, nérodejeneratif kardiyovaskiiler, karaciger ve diyabet
gibi ¢esitli hastaliklarla iliskilendirilmesi bu bilesiklerin klinikte hassas, dogru ve hizli
miktar tayini yapabilme gereksinimi dogurmustur (1-3).

Kanser hucrelerinin ayirt edici 6zelligi metabolizma hizinin artmasi ve
kontrolstizce ¢ogalmasidir. Kanser hiicrelerinin metabolizma hizinin artmast ile iligkili
hicrede reaktif oksijen turleri de artar. Kanser hicresi bunun tstesinden gelebilmek
icin antioksidan savunmalara gtivenir. Stlfir metabolitleri ise antioksidan savunmada
anahtar bir oyuncudur ve timor baslangici, ilerlemesi, metastaz ve direng ile genis
capta iliskilidirler. Bu metabolitler kanser hiicresi biytmesi i¢in énemli olan niikleik
asitlerin, proteinlerin ve lipitlerin sentezi igin gerekli dnclleri saglarlar (4-7).

Ozellikle biyolojik sorulara cevaplar ararken, spesifik metabolitlerin
derigimlerinin dogru ve kesin olarak bilinmesi gerekir. Hassas, dogru ve daha kisa bir
zaman dilimi icinde daha fazla deney yapabilmek icin analitik teknolojiler ve yiksek
verim saglayan otomatik cihazlar kullanilmaktadir.

Son yillarda sivi kromatografi uygulamalarinda ayirma hizin1 ve verimliligi
arttirabilmek igin gesitli analitik stratejiler gelistirilmistir. Tiptaki gelismeler ve tedavi
slirecinde kaynaklanan ihtiyaclar g6z 6niine alindiginda metabolitlerin tayini icin
analizde gelistirilen teknolojiler 6nem arz etmektedir. Metabolik ¢alismalarda,
metabolitlerin ayrilmasinda temel yontem sivi kromatografisi (LC)’dir. Bununla
birlikte LC-UV yontemleri birden fazla analitin es zamanl olarak izlenmesi ve ¢gok
cesitli metabolitlerin profillenmesi icin yetersiz olabilmektedir. Kompleks gercek
numuneler ve incelenen bilesiklerin diisiik derisimlerde son derece segici ve hassas

yontemler gerektirir.



Cok sayida kompleks numune analizi yapilan daha yiksek ayirma verimliligi
saglayan ve hizli bir sekilde tayini gergeklestiren sivi kromatografi-kutle
spektrometresi (LC-MS/MS) kromatografisi glinimuzde biyolojik numune analizinde
blylk bir énem kazanmustir. Belirli hipotez odakli ¢alismalarda, 6zellikle biyolojik
sorulara cevaplar aranirken, bazi spesifik metabolitlerin derisimlerinin dogru ve kesin
olarak bilinmesi gerekir.

Kararsizlik, glcli polarite ve liminesans bir grubun yoklugu, sulfur
bilesiklerinin analizi i¢in zorluk teskil etmektedir. Kaynaklar incelendiginde biyolojik
orneklerdeki stlfir iceren bilesikler igin genellikle apolar C18 kolonlar kullanilmistir.
Ancak en ¢ok tercih edilen bu kolon turinde ayirimin gergeklestirilebilmesi i¢in
metabolitlerin tlrevlendirilmesi gerektirmektedir (8). Calismamizda kullanimi kolay,
hizli ve es zamanli aymrimi saglayan hassas ve dogru bir yontemi bulmak
amaclanmistir. Bu amagcla stlfir metabolizmasinda yer alan 8 bilesigin (sistein, sistin,
taurin, hipotaurin, glutatyon, sisteamin, serin ve metiyonin) ilk defa ayn1 anda analizi
icin bir LC-MS/MS yontemi gelistirilmesi planlanmistir. Gelistirilen yontem farkli
kanser ve kontrol hiicre hatlarina uygulanarak farkli kanser tirlerindeki degisimlerinin
belirlenmesi ve farklilik gOsteren metabolitlerin biyobelirte¢ olarak etkinliginin

degerlendirilmesi planlanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Omiks Teknolojisi

Biyolojik sistemler, bircok farkli duzenleyici 6zellige sahip kompleks
organizmalardir. Omiks teknolojileri (genomiks, transkriptomiks, proteomiks ve
metabolomiks) genler, transkriptler, proteinler, metabolitler ve hiicreler gibi aralarinda
var olan aglari, yollar1 ve etkilesimli iliskileri analiz etmek icin biyolojik bir sistemin
cesitli bilesenleri arasindaki dinamik etkilesimleri ortaya ¢ikarir (Sekil 2.1). Her bir
omiks teknigi hiicre/sistem biyolojisinin anlasilmasi i¢in oldukca énemlidir. Gucli
"omiks" teknolojileri, biyobelirte¢ kesfi, hlicre buyimesi, hiicre 6lumi, hucresel
metabolizma ve kanserin erken tespiti ile iligkili sinyal molekullerinin tanimlanmasi
icin yeni yollar agmustir. (9, 10).

Kanser, genetik mutasyonlar (kalitsal veya somatik) veya cevresel faktorler
yoluyla ¢ok sayida faktorin neden oldugu karmasik bir hastaliktir. Gelisen omik
teknolojileri, genomiks, proteomiks, metabolomiks dahil olmak Uzere kanser
arastirmalar1 ve kisisellestirilmis ila¢ kesfi icin giderek daha fazla kullanilmaktadir.
Yuksek verimli omiks teknolojilerindeki son gelismeler kanserin molekdler analizinde
benzeri goriilmemis bir hiz ve ayrintida yeni firsatlar saglamistir.

Omiks teknolojisinin  kanser arastirmalarinda uygulanmasi, kanser
mekanizmasinin ortaya ¢ikmasina ve kanserin gesitli evrelerinde gen, protein ve
metabolit profillerine iliskin yeni anlayislarin ortaya ¢ikmasina yol agan ¢ok boyutlu

analitik yaklagimlar saglar (11).
2.1.1 Genomiks

Gen, kalitsal Ozellikleri nesiller aras1 aktaran ve biyokimyasal ve fizyolojik
olaylarin isleyisini kontrol eden kaliimin temel birimidir. Genom organizmanin
kromozomlarinda bulunan genetik sifrelerin bitlini temsil eder.

Ilk omiks disiplini olan genomiks bir organizmanmn genomunu inceleyen
bunlarn birbirleri ve gevre ile etkilesimlerini bittinsel olarak ele alan ve ortaya ¢ikan
bilgiyi veri tabanlarinda isleyen ve anlamlandiran bilim dalidir.

Genomiks yapisal ve fonksiyonel genomiks olarak iki gruba ayrilmustir.

Yapisal genomiks genom yapilarinin karakterizasyonunu igeren bir genomiks alandir.



Fonksiyonel genomiks ise yapisal genomik alani tarafindan saglanan verilerin gen
islevlerini agiklamada kullanilan alandir.

Saglikli olmak ve hastalik durumunu bircok faktor etkiler ancak bireyin
genetik gegmisinin 6nemli bir belirleyici oldugu aciktir. Bu nedenle, bu genetik arka
plani incelemek, saglik ve hastaligi birbirinden ayiran yollar1 belirleyen bireysel
mutasyonlar1 ve/veya varyantlar1 anlamak icin biyiuk 6nem tasimaktadir. Insan
Genom Projesi, biyolojik érneklerdeki blyik biyobelirte¢ setlerini sistematik olarak
tamimlayabilen énemli yeni teknolojilerin gelistirilmesine yol agmustir (12).

Genomikslerin uygulanmasi, tUmor olusumunu anlamamiza ve kanser
hastalarinin klinik yonetiminde 6nemli bir etkiye sahip olacak bir dizi yeni onkojenin
kesfine yol acabildigi belirtilmistir. Kemoterapdtik sonugla iliskilendirilen genetik
profilleme, kanser tedavisi icin yeni hedefleri gosterebilen onkogenez, timor

blylmesi ve terapotik yanitin anlasilmasina da katkida bulunur (11).
2.1.2 Transkriptomiks

Insan Genom Projesinin tamamlanmasinin ardindan genomdaki kodlanmayan
bolgelerin arastirilmasina ve ribontkleik asit (RNA) dizilemelerine yonelinmistir.
Transkriptom, bir hicredeki RNA transkriptlerinin toplam tamamlayicisidir.
Transkriptomiks ise genomdan RNA molekdllerine kopyalanmis genin kapsamli bir
sekilde incelenmesidir. Boylece transkriptom dizileme ile hiicreler icerisindeki
dinamik isleyisin es zamanl incelenmesi mimkundur. Transkriptomik genleri desifre
etmemize izin vererek genomigi tamamlar ve yine teshis edilmemis genetik hastalik
vakalarin1 tanimlamaya yardimci olur. Tanisi daha zor olan belli bir belirteci
bulunmayan klinik durumlarda transkriptomiks teknolojisi degerlendirilmektedir.
Ornegin otizmli bireyler ile otizmli olmayan yiizlerce kisi karsilastirilarak otizmli
bireylerdeki farkliligin bagintilari tanimlanabilmistir (13).

Transkriptomikler, kanser teshisinde ¢esitli roller oynar. Kanserde ¢ok sayida
mikroRNA duzensizdir. Son yillarda mikroRNA, timoér olusumunun anlasilmasinda

O6nem kazanmakta ve bazilarinin tanisal rollere sahip olduguna inanilmaktadir (11).



2.1.3 Proteomiks

Proteinler canlilarda biyokimyasal yolaklarin énemli bilesenleri olarak hizmet
eden canlida bircok islevi olan hayati pargalardir. Proteom organizma tarafindan
sentezlenebilen ya da bir organizma ya da sistem tarafindan modifiye edilebilen
proteinlerinin tamamidir. Proteom Kkelimesi aslinda protein ve genomun bir
kombinasyonudur ve 1994 yilinda Mark Wilkins tarafindan tiiretilmistir. Proteomiks,
proteinlerin uzaysal dagilimi, proteinlerin cevresel uyaranlara tepkisi, hasta ve saglikli
biyolojik sistemler arasindaki protein durumlarindaki farkliliklar dahil olmak Uzere
biyolojik bir sistemdeki tim proteinlerin karakterizasyonudur. Proteinler hemen
hemen her biyolojik slrecte dogrudan yer alir, bu nedenle hiicredeki proteinlerin
kapsamli analizi, bu molekdllerin nasil etkilesime girdigi konusunda benzersiz bir
kiresel bakis agis1 saglar. Huicre, proteinlerinin seviyesini ve aktivitesini diizenleyerek
i¢ ve dis degisikliklere yanit verir, bu nedenle proteomdaki niteliksel veya niceliksel
degisiklikler, bu duzenleyici agin eylem halindeki bir anlik gorintusini saglar.
Proteinler bir organizmanin yasaminda temel bir rol oynadigindan, proteomiks
tekonolojisi, belirli bir hastaligi gosteren biyobelirteclerin kesfedilmesinde etkilidir
(14, 15).

Proteomiks, sinyal aglarinda yer alan hem hicresel protein ekspresyon
seviyelerinin hem de protein-protein etkilesimlerinin arastirilmasini saglar. TUmor
hlcrelerinde protein ekspresyon modelinin yiksek verimli proteomik teknolojileri ile
izlenmesi, potansiyel kanser biyobelirteglerini kesfetme firsatlar1 sunar. Kanser
patogenezinin daha iyi anlasilmasini saglamak, tani igin yeni kanser biyobelirtecleri
gelistirmek ve fonksiyonel proteomiks imzalar1 Kkullanarak erken teshis igin

proteomiksin uygulanmasina yogun bir ilgi vardir (11).
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Sekil 2.1. Omiks ¢alismalari (10).
2.1.4 Metabolomiks

Metabolitler diisik molekiler agirhikli (<1500 Da) biyomolekdllerdir.
Genomun, proteomun ve hiicre zarlarinin yapi taslari olup sinyal molekulleri, enerji
kaynaklar1 ve metabolik ara drlinler olarak organizmalarda énemli roller oynarlar.
Seviyeleri biyolojik fonksiyonlar hakkinda batlnleyici bilgi saglar ve genetik veya
cevresel degisikliklere yanit olarak biyolojik sistemlerin fenotiplerini tanimlar. Genler
ve proteinlerin aksine, metabolitler biyokimyasal aktivite ile dogrudan baglantilidir bu
nedenle fenotip ile iligskilendirilmeleri daha kolaydir. Bu baglamda, metabolomiks,
Klinik teshis igin yaygm olarak benimsenen guclu bir yaklasim haline gelmistir.
Metabolit analizi, hiicre ici ve hiicre disi metabolitleri tanimlamak ve 6lgmek icin
analitik tekniklerin kullanilmasini igerir. Basarili metabolomik galismalar, uygun
numune hazirlamaya, yenilikgi cihaza ve biyoinformatik araclara dayanir.
Metabolitler, polarite, asitlik ve ucuculuk gibi fizikokimyasal olarak farkliliklar
gosterir. Bu nedenle, genis bir metabolit yelpazesini ayn1 anda analiz etmek zordur
(10).

Metabolomik teknolojisinin amaglarindan biri hiicrenin, organin veya
organizmanin tim metabolit profilini tespit etmek, digeri ise organizmanin harici bir
degisiklige (Ornegin, hastalik baslangic1 veya gevre kirliligi) yanit olarak metabolit

profilindeki degisikligi incelemektir. Metabolomik ¢alismalar, hastaliklarin



teshisinde, tedaviye yanitin incelenmesinde ve biyobelirteglerin kesfinde giderek daha
fazla kullanilmaktadir (16, 17).

Metabolomik c¢alismalarda, fenotipin metabolomik profillerini ortaya
¢ikarmak i¢in ¢ok sayida metabolitin kapsamli bir analizi ayn1 anda yapilmalidir.

Metabolomik ¢alismalarinda numune hazirlama agamasinda dikkat edilecek
cesitli adimlar vardir. Numunelerin toplandigi anin guniin ayni zaman dilimlerinde
olmas1 6énemlidir. Diyetin etkisinin veya numune toplama ginunin, saatinin kontrol
edilmemesi, metabolit seviyelerinde biyolojik olarak ilgili degisiklikler gibi goriinen
gruplar arasinda asir1 varyasyona ve/veya farkliliklara yol acabilir.

Biyolojik olmayan varyasyona neden olabilecek bir faktor, numunelerin
toplandigi veya saklandigi kaplardir. Karsilastirilacak tlm gruplarda ayni cins
materyaldeki kaplardan kullanilmasi ¢ok 6nemlidir. Benzer sekilde, numuneler grup
etkisi yaratmayacak sekilde saklanmalidir. Plazma numuneleri alinirken ayni tip
pihtilastirict (EDTA, heparin veya sitrat) kullanilmalidir. Numuneler igin barkodlarin
kullanilmasi, numunelerin kimliklerinin karistirilmasina yol agmadan bir dondurucuya
rastgele yerlestirilmesine olanak tanir. Bu sirada numunelerin -80 °C'de saklanmasi
tercih edilir. Ayrica, karsilastirma amaciyla ayni1 donma-¢g6ziilme dongulerine sahip
numuneler kullanilmalidir (18).

Hicrelerden veya dokulardan metabolitlerin analizi icin bir endise,
metabolizmanin durdurulma hizidir. Canli hicrelerde, adenozin trifosfat veya
glutamin gibi biyolojik olarak 6nemli metabolitlerin yar1 6mirleri birkac saniye (ve
bazen daha az) olabilir ve santrifijleme yoluyla hicrelerin topaklanmasi gibi
goriinliste zararsiz adimlar dramatik degisikliklere yol agabilir (19).

Numune hazirlama asamas1 matriks etkisini azaltmak ve hassasiyeti artirmak
icin onemli adimlardandir (Sekil 2.2.). Ayrica, numune hazirlama, yuksek verimli
caligmalara izin vermek icin yuksek oranda tekrarlanabilir, saglam ve hizli olmalidir.
En uygun ekstraksiyon ydntemi hem numune tipine hem de analizi hedeflenen
metabolitlere baglidir. Biyolojik bir numunedeki metabolitler benzer fizikokimyasal
Ozelliklere sahip kisimlara boltnebilir. Stvi-sivi ekstraksiyonu genellikle bir numuneyi
hidrofobik metabolitler veya hidrofilik metabolitlerden olusan iki gruba ayirabilmek
icin kullanilabilir (10). Plazma ¢alismalarinda ilk adim proteinlerin ¢okeltilmesini

icerirken dokularin ¢aligmasinda ilk adim, metabolitlerin ekstraksiyonundan 6nce



numunenin homojenizasyonunu icermelidir (20). Idrarda analiz yapabilmek igin basit
filtrasyon yontemi kullanilabilir (10).

Metabolomik c¢alismalar biyolojik sivilar, dokular disinda hiicre kdltirl
ornekleri de yurutilmektedir. Hucre hatlarinin metabolik islevleri biyolojik materyale
gore daha simirli olmasina ragmen kolay kullanim, neredeyse sinirsiz yasam sUresi,
standartlagtirtlmig kultir kosullar1 veya dondre bagli olmayan stabil fenotip gibi in
vitro ¢alismalar i¢in avantajlar sunarlar. Hiicre kultiriinde analiz icin amaca ve analiz
edilecek metabolitlere gore uygun olan bir ekstraksiyon ¢dzeltisi segmek onemlidir
(21).
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Sekil 2.2. Bir metabolomiks deneyin asamalar1 (18).
Metabolomiks analiz tipleri

Metabolomikte kullanilabilecek iki ana yaklasim, hedeflenmemis ve
hedeflenmis yaklasimlardir. Segilen yaklasim, deneyinizi nasil tasarlayacaginizi,
numunelerinizi nasil hazirlayacaginizi ve hangi analitik tekniklerin kullanilacagin
belirleyecektir. Hedeflenmis analizde belirli bir metabolit kiimesini incelemek gerekir.
Hedeflenmemis analiz de ise miimkiin oldugu kadar ¢ok metabolitin Slglilmesi

amaclanir.



Hedeflenmemis metabolomik c¢aligmalarin amaci, bir numunedeki en genis
metabolit araligin1 6l¢mek; hiicrelerde, biyolojik sivilarda veya dokularda bulunan tiim
metabolomun profilini ve fenotipin tanimlanmasi icin yeni biyobelirtecler bulmaktir.
Hedeflenmemis metabolomik biyolojik drnekleri karsilastirmak icin mimkin oldugu
kadar cok metaboliti es zamanli olarak analiz etmek hipotez olusturma igin yararlidir.
Ancak hedeflenmemis metabolomiklerdeki en blyuk darbogaz, bilinmeyen 6zellikteki
metabolitlerin tanimlanmasidir. Metabolitler, gesitli fizikokimyasal 6zelliklere sahip
diisiik pikomolar ila milimolar derisimlerde bulunur. Bu nedenle, biyolojik bir
numunede bulunan tim metabolitleri g6zlemlemek imkansizdir. Maksimum metabolit
sayisini tespit etmek i¢in numune hazirlama asamasi ve uygun analitik cihaz se¢imi
o6nemlidir (10).

Hedeflenmis metabolomik ¢alismalar, ¢alismadaki metabolitlerin her biri icin
kalibrasyon egrileri olusturmak i¢in standartlar1 kullanarak halihazirda fenotiple
iligkili metabolitler olarak bilinen sinirl sayida biyobelirteglerin miktarini belirlemeyi
amaclar. Boylelikle analizi planlanan metabolitler veya ilgilenilen metabolik yollar
icin nicel bilgi saglar. Spesifik biyokimyasal sorulari veya hipotezleri yanitlar.
Hedeflenmis analizler bilinen metabolitlerden olusur ve her analizi amaglanan
metabolitler icin 6zel analitik yontem, standartlar veya kimyasal olarak sentezlenmis
bilesikler kullanilarak tayini gerceklestirilir. Bu analitik yaklasim, genellikle biyoaktif
olan ve biyolojik sistemlerde 6nemli roller oynayan diisiik seviyeli metabolitler icin
oOzellikle tercih edilir. Ayrica, asil ilgi belirli bir metabolit sinifi veya bir metabolik yol
oldugunda, hedeflenmis yaklasimlar belirli hedefe daha iyi bir bakis agis1 saglayabilir.
Hedeflenen metabolik analiz, molekuler yapilart nedeniyle iyi gdzlemlenmeyen bazi
metabolitler icin de bir fayda saglayabilir (10).

Hedeflenmis  veya  hedeflenmemis  analizleri  karsilastirdigimizda
hedeflendirilmemis analiz ile yeni biyobelirte¢ kesfedilirken hedeflenmis analizde
bilinen metabolitlerin miktar tayini gergeklestirilir. Hedeflenen yaklasimlar tarafindan
saglanan nicel bilgiler glivenilirdir ve hedeflenmemis yaklagimlardan daha duyarlidir.
Hedeflenen metabolomiks analizdeki basari, plazma, idrar, doku, beyin omurilik sivisi
vb. gibi spesifik bir numuneden metabolit ekstraksiyonun verimine baglhdir.

Veri analizi, ¢ok basit olan hedeflenmis analize kiyasla hedeflenmemis

metabolomiks ¢alismalarda en blyik zorluktur. Hedeflenmemis metabolomiks veri
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kiimeleri, baz1 yeni yuksek ¢ozunurlikli MS cihazlar igin 6rnek basina gigabayt
duzeyinde dosya boyutlarindadir ve analiz sonuglart karmasiktir. Tespit edilen
binlerce tepe noktasinin tek tek incelenmesi pratik degildir.

Biyoanalitik yontemlerin validasyonu, yontemlerin gecerli uygulamalar icin
guvenilir olmasini1 saglar. Hedeflenmemis metabolomik g¢alismalar i¢in dogrulama
stratejilerini iyi tanimlayan higbir kilavuz yoktur ve arastirma gruplari tarafindan
alternatif dogrulama stratejileri kullanilmaktadir ve hedeflenmemis yaklasimlarin
dogrulanmasi konusunda heniiz bir fikir birligine varilmamustir (10, 17). Hedeflenmis
metabolomikler igin, biyoanalitik dogrulama stratejilerini belirleyen birkag dogrulama
kilavuzu izlenebilir (22, 23).

Metabolomiks analizlerin biyomedikal uygulamalar:

Metabolitler, cesitli biyokimyasal reaksiyonlarin substratlari ve Uriinleridir ve
genellikle genom ve proteomun temel biyolojisi ile iligkilidir. Metabolomiks,
kimyasal-biyolojik etkilesimleri kesfetmeyi ve temel, translasyonel ve klinik
arastirmalarda metabolitlerin rollerini anlamay1 amagclar. Biyomedikal icin en temsili
ornek, diyabet hastalari icin kan sekeri seviyesinin belirlenmesi olacaktir. GUnimizde
kullanilan ilaglarin biiyiik kismi kigik molekillerdir ve bunlarin yarisindan fazlasi
metabolitlerden tiiretilmistir. Hastaliklar, genom veya proteomun metabolitlerle
olumsuz etkilesimleri ile iliskilidir ve bir¢cok genetik bozuklukta dizensiz bir
metabolizma s6z konusudur. MS kullanan analitik platformlardaki son gelismeler,
metabolomiklerin biyomedikal arastirmalarda 6nemli bir strateji haline gelmesini

saglamustir (10).
Metabolomiks analizlerin kanser ile iliskisi

Metabolomik c¢alismalar, bircok kiclik molekilin es zamanli olarak
izlenmesinin yani sira gok sayida hucresel yolun fonksiyonel olarak izlenmesine izin
vererek kanser teshisi, tedavisi icin faydalidir. Metabolomik caligsmalar hayvan
deneylerindeki toksikolojik testlerde ve biyobelirteclerin degerlendirilmesinde
genomik ve proteomiklere gore daha blylk basari sansina sahip olabilecegini

gostermistir (11).
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Metabolomiks analizler i¢in analitik cihazlar

Metabolomiks, yenilik¢i analitik enstriimantasyon ile birlikte gelismistir.
Metabolit analizi igin kitle spektrometrisi (MS), nlikleer manyetik rezonans (NMR),
Fourier dontsimlii kizilétesi spektrometrisi ve Raman spektrometrisi dahil olmak
Uzere gesitli analitik tekniklerin timu uygulanmistir. FT-IR ve Raman spektroskopisi,
cesitli metabolitler icin kullanilan hizli ve yiksek verimli analitik yontemlerdir. Bu
spektroskopik yontemler, butlnsel yapilar1 nedeniyle genellikle metabolik
degisikliklerin profiline uygulanir ve belirli dalga boylarindaki absorpsiyonlar ile
g6zlemlenen metabolik bilesenlerin tanimlanmasi igin dnemli ipuclar1 saglayabilir.
Ancak FT-IR ve Raman spektrometresi duyarliligi ve segiciligi diger yontemlerden
daha distiktiir. Metabolomikste yaygin olarak kullanilan bir strateji olan NMR
spektroskopisi de minimum numune hazirlama basamaklari ile hizli bir yontemdir.
NMR spektrumlarindaki kimyasal kaymalar, spesifik metabolitlerin tanimlanmasi igin
cok onemli kanitlar saglayabilir. Bununla birlikte, NMR duyarliligt MS'den daha
diisiiktiir. MS yuksek duyarliligi nedeniyle metabolomiks icin en uygun teknoloji
olmaya devam etmektedir. NMR, mikromolar araliktaki metabolitleri 6lcebilirken, MS
kullanimi, pikomolar ve nanomolar derisimlere kadar algilamaya izin verir. Ek olarak
MS, diger stratejilere kiyasla ¢ok gesitli molekuler turleri tespit edebilir ve minimum
miktarda numuneden binlerce metaboliti ayn1 anda hizli bir sekilde Olgmek
mimkundar (10).

Son zamanlarda, MS tabanli metabolomiks en popller metabolomiks strateji
haline gelmistir. Daha hassas ayirim igin ayirma moddlleri genellikle MS sistemine
baglanmaktadir (10).

Hedeflenmemis analizlerde metabolitlerin farkli derisimlerde olmasi ve
fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle herhangi bir tek analitik platform bir numunedeki
tim metabolitleri g6zlemlemekte yeterli olamayabilmektedir. Gozlenen metabolitlerin
kapsamini artirmak i¢in ¢oklu analitik platformlar kullanilmalidir. Gaz kromatografisi-
ktle spektrometresi (GC-MS) genellikle steroidler ve yag asitleri dahil olmak uzere
kicuk ve ugucu metabolitler icin tercih edilen platformdur ve metabolitlerin
ucuculugunu artirmak igin siklikla kimyasal tiirevlendirme yapilir. LC-MS, hidrofilik
veya hidrofobik dogasindan bagimsiz olarak daha genis bir metabolit yelpazesini tespit
edebilir. Kapiler elektroforez kitle spektrometrisi (CE-MS), hidrofilik metabolitleri
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tespit etmek i¢in diger platformlardan daha uygundur. Hedeflenmemis metabolomiks
icin birden fazla analitik platform Onerilmesine ragmen, tim laboratuvarlarin bu
analitik cihazlarin timine erisimi yoktur. Bu nedenle, ¢ogu durumda, kullanilan
analitik platformlar, uygunluklarina ve uygulamaya bagli olarak secilir. LC-MS veya
CE-MS platformu kullanildiginda, global metabolom profilleme verileri hem pozitif
hem de negatif iyon modunda analiz edilmelidir. Pozitif iyon modu, temel
metabolitleri tespit edebilirken, negatif iyon modu asidik metabolitleri daha iyi tespit
edebilir. Bdylece, hem pozitif hem de negatif iyon modundan kitle spektrometrik
verileri alindiginda metabolitlerin maksimum kapsami elde edilebilir (10).

LC-MS aletlerindeki ve analitik stratejilerdeki gelismeler, hedeflenen
metabolomiks analizlerde biyik ilerleme saglamistir. Bu teknoloji artik karmasik
biyolojik numunelerde dizinelerce veya yiizlerce metabolitin hassas hedefli 6l¢cimin
gerceklestirebilmektedir. Coklu reaksiyon izleme (MRM) modunu kullanan klasik
hedeflenmis kantifikasyon tahlili, yiksek kaliteli metabolit kantitasyonunun temeli
olmustur. GC-MS, ucucu metabolitlerin tespiti icin en uygun MS yontemi olmustur.
Ancak bu teknik genellikle uguculugu iyilestirmek igin kimyasal tirevlendirme
gerektirir ve uygulamasinin molekiler boyut, uguculuk ve polarite agisindan
siirlamalar1 vardir. LC-MS'de numune tirevlendirme genellikle gerekli degildir ve
daha cesitli kimyasal yapilara ve artan molekller boyutlara sahip metabolitler
olculebilir (10, 24).

Hedeflenmis analiz gergeklestirilen ¢alismamizda LC-MS/MS cihazi

kullanildigindan bu cihaz daha ayrintili incelenecektir.
2.2 Sulfur metabolizmasi

Sulfir iceren bilesikler vucuttaki kritik fizyolojik bilesenlerdir ve ¢ok sayida
hayati fonksiyona hizmet eder. Sulfir bilesikleri, organizmalardaki serbest radikal
derisiminin degisimine duyarhdir ve antioksidan aktivitenin gostergeleri olarak
kullanilabilir. Glutatyon, sistein, metiyonin gibi sulfir metabolitleri, homeostazda
bircok rol oynar ve bircok fizyolojik ve patolojik stirecte 6nemlidir (25).

Birden fazla metabolit analizi igin hedeflenen analizler aym1 anda
gerceklestirilebilir. Bu metabolitler ayni gruba (amino asitler, sekerler, vb.) ait olabilir

veya farkli alt kiime metabolit gruplarindan metabolitleri igerebilir. Bu tez kapsaminda
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stilfiir metabolizmasi yolaginda (Sekil 2.3.) yer alan segilmis metabolitlerin analizi

gerceklestirmeyi amaglanmastir.

Metiyonin

Serin

Homosistein

A

A\ 4

O-asetilsistein

Sistatiyonin

Sistein

Sistin

C N

Sistein sulfinat

Hipotaurin

Taurin

Glutatyon

Sisteamin

Sekil 2.3. Stlfur metabolitleri i¢in basitlestirilmis metabolik yolak (26-29).

Biyolojik sivilardan sulfur ile ilgili metabolitlerin miktarinin belirlenmesi,

metabolik bozukluklar1 olan hastalari izlemek ve teshis etmek igin esastir. Son yillarda

biyolojik drneklerdeki stlfir ile ilgili metabolitleri analiz etmek igin gesitli analitik

stratejiler gelistirilmistir. Bu tekniklerden LC-MS/MS yaklagimlari, Gstiin segiciligi ve

duyarliligi nedeniyle sulfur metabolitleri analizlerinde kullanilmaktadir.

2.2.1 Hedeflenen Metabolitler

Tez kapsaminda analizi hedeflenmis olan metabolitlere ait molekiil yapis1 ve

fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 2.1.’de listelenmistir (30, 31).




Tablo 2.1. Sulfir metabolitleri molekil yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri

Metabolit

Molekil Yapisi

Fizikokimyasal Ozellikler

Sistein

o

SH OH

NH>

Kapah Formili: C3H/NO,S
MA (g/mol):121,16

LogP: -2,6

Cozunurluk (g/L): 23,1

Sistin

Kapah Formuli: CeH12N204S
MA (g/mol): 240,30

LogP: -3,2

Cozunurlik (g/L): 16,8

Taurin

Kapah Formulu:
C,H/NOsS

MA (g/mol): 125,15
LogP: -2,2
Gozunarlik (g/L): 105

Hipotaurin

Kapah Formuli: C;H/NOS
MA (g/mol): 109,15

LogP: -1,2

Cozunurlik (g/L): 38,8

Glutatyon

Kapah Formuli: CioH17N306S
MA (g/mol): 307,32

LogP: -2,7
Coziunurluk(g/L):292,5

Sisteamin

Kapal Formuli: C;H/NS
MA (g/mol):77,15

LogP: -0,42

Cozunarlik (g/L): 23,5

Serin

Kapal Formili: C3H/NOs
MA (g/mol):105

LogP: -3,4

Cozunurlik (g/L): 480 g/L

Metiyonin

Kapal Formuli: CsH1:NO,S
MA (g/mol): 149,21
LogP: -1,8

Cozunurlik (g/L): 23,9

*MA: Molekuler agirlik, log P: n-oktanol/ su partisyon katsayisi
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2.2.2 Kaynak 6zeti

Sulfir iceren metabolitleri analiz etmek icin birgok yontem gelistirilmistir. Bu
calismalarda diisiik derisimlerde ve es zamanl olarak analiz edilmesi amag¢lanmustir.
Bu boélimde LC-MS/MS ile yapilan stlflr iceren metabolitlerin analizlerini igeren
calismalar incelenmis ve Tablo 2.2.'de 6zetlenmistir.

Siilfiir igeren metabolitlerin fizikokimyasal 6zelliklerinden (¢ok polar olmalari
ve in vivo ve ex Vvivo kosullarda da oldukga reaktiftir olmalar1) dolay1 analizlerinde
gesitli zorluklar vardir. Kolonlarda kisa tutulma sireleri nedeniyle ticari ters faz
kolonlarda polar bilesikleri ayirmak son derece zordur. Tablo 2.2. incelendiginde
cesitli sulfir metabolitleri analizi i¢in C18, C8, diol, siyano, HILIC kolonlar1
kullanildigr goriilmiistir. Slflr metabolitlerini ayirmada en c¢ok C18 kolonlar
kullanilmaktadir fakat C18 kolonundaki analizleri icin tlrevlendirilmeleri
gerekmektedir.

Yuan W. ve ark. (32)’nin yaptig1 ¢alismada analiz edilen silfir bilesikleri
tirevlendirme olmadan analitlerin cogu polar hareketli faz ile kolondan erken ayirim
gerceklesmis ve aymricihigin - disiik  oldugu gozlenmistir. Bununla  birlikte,
metabolitlerin doteryum izobarik amin reaktifi (DIART) ile turevlendirilmesi
sonucunda metabolitlerin hidrofobiklik 6zelligi arttirllmis bu da pik sekillerini ve
alikonma siireleri C18 kolonda iyilestirmistir.

Le A. ve ark. (33)’nin yaptig1 calismada tirevlendirme agamasi olmadan
gozenekli grafit karbon (PGC) ve C18 ile ayirim saglanmistir. iki kolon kullanilarak
Iyon baskilama en aza indirilmistir.

Hem metanol hem de asetonitril, C18 kolonlarinda ayirma igin yaygin olarak
kullanilan organik fazlardir.

Biyolojik Onemlerinden dolayi, farkli matrikslerde sulfir metabolitlerinin
tanimlanmasi igin saglam ve givenilir yontemler gelistirmek ic¢in son yillarda 6nemli
cabalar sarf edilmistir. Asetonitril, metanol, etanol ve sulfosalisilik asit ile proteinlerin
cokturtlmesi, sulfur analizi igin en ¢ok tercih edilen yontemler olmustur. Biyolojik
numunelerdeki stlfir metabolitlerini, redoksa duyarlidir. Bunun 6nune gegebilmek
icin Ornek hazirlamalarin ilk adimlarinda maddeler stabilize edilebilir. Bu amagla
ditiyotreitol (DTT) ve tris(2-karboksietil) fosfin (TCEP) gibi indirgeyici ajanlar veya
Ellman's, iyodoasetik asit (IAA), N-etilmaleimit (NEM), DIART, iyodoasetamid
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(IAM) ve izopropilkloroformat (IPCF), N-(akridin-9-il)-2-Bromoasetamid (AYBA)
ve monobromobiman (mBrB) gibi turevlendirici ajanlarin numune hazirlama sirasinda

kullanildig1 goriilmiistiir.



Tablo 2.2. Sulfur yolagi hedeflenmis metabolomiks analizler.

17

Metabolitler | Materyal Numune Hazirlama Ybntem Oncii iyon— Dogrusallik | LOD Geri Kaynak
Parcalanma iyon LLoQ kazanim
(%)
Cysta Plazma P. Cok: %6 siilfosalisilik | E: LC-MS/MS 223,1—88,2 10-1000 1,0/10 - (33)
Cys-ss Idrar asit *K: PGC 241—74 uM 2,55
Hcy-ss CSF Seyr..:2 mM TDFHA (50 x 4,6 mm, 3 pm) 269,1—135,9 0,1/0,1
Met KS: 40°C 150,1 —133 0,111
Ser HF: 1 mM TDFHA 106,1—60,1 <0,01 /<0,01
Tau Akis hiz1:0,3 mL/dk 126—108 1,0/1,0
**C18 uM
(100 x 2,1 mm, 2,7 um)
KS: 65 °C
HF (A): 1 mM TDFHA
HF (B):1 mM TDFHA +
MeCN
Akis hizi: 0,35 mL/dk
Enj: 5 uL
Met Plazma RA: DTT E: LC-MS/MS 136,2—90 0,8-400 0,04/ 0,8 102 (34)
Hcys P. Cok: MeOH + K: C8 150,3—104 umol/L pumol/L 91
%0,1 HFBA (100 x 2,1 mm, 3,5 pm)
HF: 0,1% HFBA +
MeOH (70:30, h/h)
Akis hizi: 0,25 mL/dk
IM: Pozitif
GSG Sigan doku Tar.: 10 mM Ellman's E: LC/MS 505 0,2- 3,3/ - 112 (35)
Hcys (Karagiger, P. Cok: %20 5- K: C18 333 100 29,6/ - 99
GSSG beyin, stlfosalisilik asit (250 x 3,2 mm, 5 um) 613 pg/mL 3,3/ - 110
Cys akciger, HF (A): 0,1% TFA 319 16,5/ - 86
Hcys-ss kalp, bobrek) HF (B): MeCN 269 14,9/ - 98
Eritrositler, Akis hizi: 0,6 mL/dk pmol
Plazma Enj: 20 pL
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MeCN (75:25, h/h)
Akis hizt: 0,5 mL/dk
Enj.: 10 uL

IM: Pozitif

Ser HAEC LR: DIART E: LC-MS/MS - 0,01-5 uyM 95 /- 85 (32)
Htau K: C18 46 /-
CysSA (200 x 2,1 mm, 3 um) 21 /-
CytcA HF (A):10 mM FA 13 /-
Cysta HF (B):10 mM FA 1/-
Cyste MeOH 17 /-
Cys-ss Akis hizi: 0,85 mL/dk 3/-
Met 2/-
SAM 87 /-
nM
aHcys *Plazma "RA:DTT E: LC-MS/MS 136—90 - 4" 5-100 4"95-106 (36)
bCys “idrar P. Cok: (0,1 FA ve 0,025 | K: C8 122576 b 50 -360 b*94-101
% TFA: MeOH, 5:3) (100 x 2,1 mm, 3,5 um) a**25-15.0 a*97-100
"RA:1744 mM TCEP HF: 0,1% FA: MeOH b** 25 -200 b** 96- 103
P. Cok: (0,1 FA ve (7:3, hih) umol/L
%0.025 TFA: MeOH Akis hizi: 1 mL/dk
5:3) Enj: 3 uL
IM: Pozitif
GSH PBMC Tur.: NEM E:LC-MS 433,2 0,01-20 0,01-0,05 99-101 (37)
GSSG P. Cok: Soguk MeCN K: Diol (250 x 2 mm, 7 4554 0,05-0,2 0,05-20 uM 106-112
pum) 307,2 uM
HF: 1% Asetik asit: 613,2
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iceren 50 mM amonyum
format

HF(B): MeCN

Akis hizi: 0,5 mL/dk
Enj.: 10 pL

IM: Pozitif

GSH Idrar Seyr.:1 mM EDTA + E: LC-MS/MS 660—213- 185 - 30-110/-nM | -
Cys %0,05 FA K:C8 (150 x 4,6 mm,5 | 474—213-185
Hcys Tar.: FEM + FMEA pm) 488 —213- 185
NAC RA: TCEP HF (A): MeCN 516—213-185
GSH HF (B): 10 mM 617—422- 144
Cys-Gly amonyum format (pH: 4) | 488—422- 144
Cys Akis hizi: 0,9 mL/dk 431—365- 212
Hcys Enj.: 10 uL 445—379- 246

IM: Pozitif 473—407- 278
GSH Plazma P. Cok: %10 5- E: LC-MS/MS 498,1 — 1-400 uM | 0,31-4,98/- - (39)
Cys Doku stlfosalisilik asit K:C18 435,1 fmol
NAC Tar.: mBrB (150 x 4,6 mm, 5,0 um) 3123 —
Hcy KS: 25°C 225,3
Cys-Gly HF (A): 0,1% FA 354,1 —

HF (B): 0,1% FA MeCN | 225,1

Akis hizi: 1,0 mL/dk 326,0 —

Enj.: 8 uL 225,2

IM: Pozitif 369,2 —

192,1
Cys Plazma RA: TCEP E: LC-MS/MS 295—202,2-184,1 | 8,6-400 2,84 /8,6 82-98 (40)
Hcys (sigan) P.Cok: 2 M TCA K: Amit (100 x 2,1 mm, | 309—263,2-174,1 | 0,54-20 0,18 /0,54 98-125
Cys-Gly Tar.: NPM (20 mmol/L 1,7 pm) 352— 261,2- 0,7-20 0,23 /0,71 100-107
GSH MeCN) KS: 40 °C 259,2 1,79-40 0,59 /1,79 79-92
Eks.: SPE HF (A): 0,25% FA 481— 352,3-249,2 | uM Y
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GSH Plazma Der.: NEM E: LC-MS/MS 433,0—304,0 0,2-200,1- | 0,8-200 -
Cys (Sigan) P. Cok: %0,1 FAMeCN | K: Amit 247,0—230,0 400,0125-5 | 1,6-100
Hcys (150 x 2,1 mm, 1,7 um) 261,1—5215,0 0,05-10 1/125
Cys-Gly KS: 30 °C 304,1—287 0025-5 1 /25
Glu-Cys HF (A): %0,1 FA 376,1—247,0 0,05-10 0,2 /5
SAM HF (B): %0,1 FA MeCN | 399,2—250,0 0,002-2 2 /50
SAH Akis hizi: 0,2 mL/dk 385,1—136,0 0,025-5 0,2 /2
Cysta Enj: 10 pL 223,1—134,0 - 1/5
Met IM: Pozitif 150,0—104,1 pg/mL -

ng/mL
4GSH Karaciger TA.:10 mM IAM E: LC-MS/MS 366,2—237,1 ab 100- cded. /100 89 (42)
bGSSG (Fare) P. Cok: Soguk salisilik | K: C18 613,2—355,1 100,000 abfih_ /200 | 113
y-Glu- Cys asit (%10 a/h) (100 x 2 mm, 3 pm) 309,2—180,1 ¢ 100- ng/mL 96
4Cys-Gly HF (A): %0,1 FA 237,2—174,1 10,000 111
*Cys HF (B): %0,1 FA ve 180,1—89,2 ng/mL 84
fCys-ss, %20 MeCN 241,1—152,1 58
9Hcys Akis hiz1 0,25 mL/dk 194,1—-56,2 106
"Hcys-ss IM: Pozitif 269,2—136,1 62
Tau *Plazma RA: TCEP E: UPLC-MS/MS 126—108 1-7uM *0,1-2/ 0,5-3,0 | "90-108 (43)
Ser “CSF P. Cok: MeOH +%1 FA | K: C18 106—60 **0,05-4/ "96-109
Cys (100x 2,1 mm, 2,5 pm) | 122—59 0,125-5
Heys HF (A): 5 MM PFHA 136—90 uM
Met HF (B): MeCN 150—104
Cysta Enj:10 pL 223—134
SAH IM: Pozitif 385—134
SAM 399—250
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GSH HUVEC Der.: NEM E: LC-MS/MS 433 — 304 0,9-4,3 - /0,1 >90 (44)
GSSG BALF P. Cok: %80 Soguk alkol | K: PGC 613 — 484 1,2-1,2 pmol
GSA Notrofil (100 x 2,1 mm) 338 — 263 0,7-0,7
Eritrositler KS: 40°C pg/L- mg/L
HF (A): %0,5 FA
HF (B): %0,5 FA
MeCN/IPA (50:50, h/h)
Akis Hizi: 0,2 mL/dk
Enj: 50 uL
IM: Pozitif
Cyste Hiicre (Hela) | Eks.: MeCN: %0,5FA 1 | E: LC-MS - 0,1-400 nM | 2,4-192,3/ 77-113 (45)
Cys mM EDTA (80:20, h/h) K:C18 7,3-576,9 pM
GSH RA.: TCEP (100 x 2,1 mm, 1,7 um)
Hcys Tur.: AYBA HF (A): %0,1 FA
HF (B): MeOH
Akas hizi: 3,0 L/ dk
Hcys “Plazma RA: DTT E: LC-MS/MS 136,0—90,1 >200 0,2/0,4 *101-102 (46)
Cys “Idrar P. Cok: %0,1 FA + K: Siyano 122,0—76,0 >2000 0,5/0,9 97-100
Met %0,05 TFA MeCN (330x2,1 mm, 1,7 pm) | 150,0—103,8 >2000 0,2/0,4 101-103
HF: %0,1 FA MeCN: Su pmol/ umol/L 94-98
(50:50, h/h) 101-104
Akis hizi: 0,5 mL/dk 94-97




Tablo 2.2. (Devam) Siilflr yolag: hedeflenmis metabolomiks analizler.

Met
Ser
Tau

Plazma

P. Cok: %0,15 FA 10
mM amonyum format
%85 MeCN

E: LC-MS

K: Amit

(2,1 x 100 mm, 1,7 pm)
KS:35°C

HF (A): 0,15 % FA in 10
mM amonyum format 85
% MeCN

HF (B): 015 % FA in 10
mM amonyum format
(pH: 3)

Akis Hizi: 0,4 mL/dk
Enj: 2 uL

IM: Pozitif

0,0-100
0,1-500
0,0-250
M

0,0002-0,11
/0,001-0,36
pmol/L

(47)

Cys
Cys-ss
GSSG
Hcy
NAC

Plazma

TA.: NEM
Seyr.:5 mM fosfat
tamponu (pH:6,5)
RA: DTT I

P. Cok: MeOH

E: LC-MS/MS

K: C18 (2,1 X 100 mm,
1,8 um)

KS: 40 °C

HF (A): %0,1 FA

HF (B): %0,1 FA MeCN
IM: Pozitif

247,1—184-126
241—120-74
307,1—-231-130
261,1-56,0
289,1—230,0

(48)
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Cys-gly Plazma RA: DTT E: LC-MS/MS 179,2 — 76,0 0,2- 16 05 /- 87-93 (49)
SAH P. Cok: MeOH K: C18 385,2— 136,2 pg/mL 0,25 /- 87-95
SAM Seyr.: HF (10 pg/mL (250 x 4,6 mm, 5 pm) 399,3— 250,2 2- 320 0,25 /- 86-92
tHey DTT) HF (A): %0,15 FA 136,1— 90,0 ng/mL 1 /- 89-90
Cysta iceren 5 mM amonyum 223,2— 134,2 4- 320 0,25 /- 87-99
Met format (pH: 2,8) 150,0— 104,0 ng/mL 05 /- 99-104
GSH HF (B): 0,15% FA 308,2—179,2 0,2- 16 1 /- 83-110
Cys MeCN 122,0— 76,0 pg/mL 1 /- 85-86
Akis hizt: 0,5 mL/dk 1-80 ng/mL
IM: Pozitif ng/mL

0,4-16

pg/mL

0,1-8

pg/mL

1,2-32

pg/mL
"Heys Plazma Tur.: "IAM+IPCF, E: LC-MS/MS *321,0—~142,0 0,05-100 * >92 (50)
Cys “IPCF K: C18 307,0—~116,0 nM 0,5
GSH Seyr.: 5 mM fosfat (150 x 3,0 mm, 3 um) 535,5—418,5 /10-20
Cys-Gly tamponu HF: 1 mM amonyum 364—116

(pH: 6,5) format + MeOH:Su 350,0—204,0 -

“Hcys RA: DTT (80:20, h/h) 336,5—190,3 0,25-0,5 /5-20
Cys Eks.: SPE Akas hizi: 0,2 mL/dk 564,5—162,2 nM
GSH IM: Pozitif 525,5—262,0
Hcys-ss 497,5—248,5
Cys-ss 953,5—836,5
GSSG 393,3—248,5
Cys-Gly

AYBA: N-(akridin-9-il)-2-bromoasetamid, BA: Bronsiyal aspirasyonlar, BALF: Brokoalveoloar lavaj sivisi, BPDS:Bbatofenantrolindistilfonik asit disodyum tuzu, Cys:
Sistein, CytcA:Sisteik asit, CysSA: Sistein sulfinik asit Cys-Gly: Sisteinil-glisin, , DTT: Ditiyotreitol, Eks: Ekstraksiyon, FEM: N-(2-ferroseneetil)maleimid, FMEA:
Ferrosenkarboksilik asit-(2-maleimidoil)etilamid, GSA: Glutatyon siilfonamid, GSH: Glutatyon, GSH-ss-Cys:, GSSG: Glutatyon distilfid, HAEC: Insan Aort Endotel
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Hiicreleri, Hcys: Homosistein, Hela: insan rahim agz1 kanseri, HFBA: Heptaflorobtirik asit, HUVEC: insan gobek bag: endotel hiicreleri, IAM: Iyodoasetamid, IM:
Iyonizasyon modu, IPCF: izopropilkloroformat, K: Kolon, KS: Kolon sicakligi LR: Etiketli reaktif, MeCN:Asetonitril, MeOH:Metanol, Met: Metiyonin, HF: Hareketli
faz, NACss: N-asetil sistein disulfit, NEM: N-etilmaleimid, NPM: N-fenilmaleimid, PBMC: Periferik kan mononikleer hucreleri, P. Cok: Protein Coktirme, PFHA:
Perfloroheptanoik asit, pmol: Pikomol, RA: Indirgeyici ajan , SAH: S-adenosilnomosistein , SAM: S-adenosilmetiyonin, Ser:Serin, SPE: Kat1 faz ekstraksiyonu, Seyr:
Seyreltme, Sist: Sistatiyonin Tau: Taurin, TCA: Trikloroasetik asit, TCEP: (tris(2-karboksietil)fosfin), TDFHA: Tridekafloroheptanoik asit, TFA: Trifloroasetik asit
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2.3 Sivi Kromatografisi-Kutle Spektrometresi

S1vi kromatografisi, bir sivida ¢oziinmiis halde bulunan bilesenlerin kolonda
yer alan sabit faz ile etkilesime girmesiyle kolon icinde farkli hizlarla hareket etmesi
sonucu ayimrmmini saglar. Kolonda ilerleme yiksek basing ile saglanir. Kitle
Spektrometresi  (MS) ise bilinmeyen bilesiklerin, tanimlanmasi ve yapinin
aydinlatilmasi i¢in kullanilir. LC-MS sivi kromatografinin ¢oézme glcini ve kutle
spektrometrisinin algilama 6zgiilliiglinii birlestiren gucli bir analitik tekniktir. Bu
teknik karisimdaki bilesenleri hem kolondan ¢ikis zamanina gore hem de kitle/yik
(m/z) oranlarina gore analiz etmektedir. LC-MS’nin, disollsyon, biyoyararlanim,
biyoesdegerlik ve farmakodinamik ¢alismalarinda kullanimi yaygindir (51, 52).

Kromatografinin ve MS’nin birlesimi nicel analiz igin saptama siirini 6nemli
Olglide distiriirken aynm1 zamanda yuksek seciciligi ile Ol¢imin giivenilirligini
arttirmistir.

MS iyonlagsma sirasinda molekdler ¢arpismalart 6nlemek icin yuksek vakum

gerektirir. LC ise yuksek basing teknigidir.
2.3.1 Sivi Kromatografisi

Yuksek tekrarlanabilirligi ve dogrulugu nedeniyle yiiksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC), ila¢ endustrisinde ilag maddelerini tanimlamak ve miktar
tayini igin kullanilan en yaygin analitik tekniklerden biridir, (51).

Sabit faz

LC sisteminde sabit faz sistemin 6nemli bir pargalarindan biridir. Clnki sabit
faz analit ile etkilesime girerek ayirimdan sorumludur.

LC’de sabit fazin igine kondugu kolonlar genellikle paslanmaz gelik borudan
yapilmaktadir. Paslanmaz celik, tim organik ¢Ozictler ve c¢ogu sulu tampon ile
kullanighidir. Bununla birlikte, klorlr iceren hareketli fazlar paslanmaz celigin
Ozellikle disiik pH'ta yavasca "halojenir ¢atlagina" neden olabilir, bu nedenle bu
kosullar1 igeren yontemlerde kolon dikkatli kullanilmalidir. Numunelerin paslanmaz
celikle zararl bir sekilde etkilesime girebilecegi 0zel uygulamalar igin cam, cam kaph

paslanmaz gelik ve plastikten yapilmis ticari kolonlar da mevcuttur. Ancak ¢aligmalar
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biyolojik numuneleri ayirmak i¢in cam kolonlara nadiren ihtiya¢ duyuldugunu ve
paslanmaz celik kolonlarin ¢ogu uygulama igin yeterli oldugunu gostermistir.

Belirli bir ayirma icin gereklilikler genellikle kullanilacak kolonun tipini ve
konfiglrasyonunu (partikil boyutu, uzunluk, i¢ cap, vb.) belirler.

LC’de sabit fazin pargacik boyutu 1,7-5 um araliginda degismektedir. Par¢acik
boyutu kuculdikce ayirma giicu ve tabaka sayisi artmaktadir. Pargacik boyutu kugik
olan kolonlarda pikler daha keskin olmaktadir. Ayirma glicinin artmasinin sebebi
kolondan daha duzenli akis saglamasi1 ve ¢ozinen maddenin hareketli faz ve sabit
fazdaki alacagi yolun pargacik boyutu ile orantili olmasidir. Ayrica Eddy diflizyon
etkisi azalir. Ancak pargacik boyutu kuculdikce hareketli fazin akmasina karsi
gosterilen direnc artar. Hareketli faz1 gecirmek icin daha fazla basing gerekir. Baska
bir dezavantaji ise ¢Oziicuniin daha kucuk partikil boyutlarinda pargaciklarin arasinda
gecerken sirtinme 1sisinin artmasina bagli olarak kolonun giris kismu ile ¢ikis kismi
arasinda sicaklik farki olugmasidir.

LC’de kolonlarin uzunlugu genellikle 30-300 mm araliginda degismektedir.
Kolon uzunlugu arttik¢a 6rnek bilesenlerinin ayirimi daha iyi olmasina ragmen analiz
siresi ve numune basina diisen maliyet artmaktadir.

Kolonlarm i¢ ¢apt 1-5 mm arasinda degismektedir. Glinimuzde en yaygin
kullanilan i¢ ¢ap boyutu 2,1 mm’dir. MS sistemlerinde hareketli faz hizinin daha yavas
olmasi gerektiginden dar kolonlar bu teknik ile daha uyumludur. Ayrica dar kolonlar
ile daha az atik olusmaktadir.

Sabit faz olarak genellikle fonksiyonel grup eklenmis silika veya polimer bazli
maddeler kullanilmaktadir. Guniimizde ise hizli analiz yapabilen mikro ve nano
g6zenekli polimer bazli kolonlar kullanilmaya baslanmistir.

LC’de analitlerin aymrimi sirasinda sabit fazin Ozellikleri ¢ok 0Onem
tasimaktadir. Firmalar bu yizden farkli Ozelliklerde kolon materyalleri Gretimi
yapmaktadir.

Sabit faz ile hareketli faz tipine ve bunlarin etkilesimlerine gbre ayrim
mekanizmasi farklilasmaktadir. Normal faz sivi kromatografisinde (NP-LC), sabit faz,
hareketli fazdan daha polardir. Polar analitler, polar olmayan analitlere gére daha
gucli bir sekilde sabit faz tarafindan tutulur ve tutulma, hareketli fazin polaritesinde
azaldikca artar. NP-LC’de sabit fazdaki bagli yapilar siyano, diol, amino gibi polar
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fonksiyonel gruplardir. Ters faz sivi kromatografisinde (RP-LC) fazlarin polaritsinde
NP-LC’ye gore tersi bir durum sz konusudur. Polar olmayan bir sabit faz ve polar
hareketli faz kullanilir. "Benzer benzeri ceker" prensibine dayali olarak, analitin
polarite tercihine gore polar hareketli faza veya polar olmayan sabit fazda bulunur.
Sabit fazdaki fonksiyonel grup bir C18 ya da C8 zinciri gibi apolar bir gruptur. Iyon
degistirme kromatografisi (IEC), zit yukli bir fonksiyonel grup igeren sabit faz icin
analitin elektrostatik afinitesine dayali olarak yukli tlrleri (iyonlar1) tutar ve ayirir.
Hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi (HILIC), polar bilesikleri ayirmak igin
alternatif bir LC yontemidir. (53-56). Tez ¢alismalar1 HILIC kolon ile
gerceklestirildiginden daha detayli verilmistir.

Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi

HILIC, polar bilesikleri ayirmak icin tercih edilebilen bir siv1
kromatografisidir.

Normal faz sivi kromatografisi gibi, HILIC de silika, amino veya siyano gibi
geleneksel polar sabit fazlar kullanir ancak kullanilan hareketli faz, ters faz sivi
kromatografisinde kullanilanlara benzerdir. HILIC ayrica iyon kromatografisinde
oldugu gibi yikli maddelerin analizine de izin verir.

Yontem gelistirme asamasinda uygun bir kolon/hareketli faz kombinasyonu ile
temel kromatografik parametrelerin arastirllmasimi gerektirir. Analitlerin fiziko-
kimyasal Ozelliklerinin anlasilmasi, uygun analitik kosullarin segilmesi i¢in ¢ok
degerli olabilir. Bir analitin logP degeri (oktanol — su dagilim katsayis1) uygun bir
ayirrma modunun secilmesine olanak tanir. logP < 0 olan bir analit HILIC igin
uygundur, logP > 0 ise ters faz icin daha uygundur. Iki mod arasindaki &rtiisme
bolgesinde herhangi biri kullanilabilir.

HILIC'in normal faz sivi kromatografisi ve ters faz sivi kromatografisine gore
bircok avantaji vardir. Polar numuneler, HILIC'te kullanilan sulu hareketli fazda her
zaman iyi ¢Ozlnurluk gosterir, bu da NP-LC’de siklikla karsilasilan zayif
¢Ozliniirliigiin dezavantajlariin Ustesinden gelir. HILIC'te pahali iyon ¢ifti reaktifleri
gerekli degildir. HILIC icin kullanilan hareketli faz, elektrosprey iyonizasyon (ESI)
veya atmosfer basinci kimyasal iyonizasyon (APCI) icin miukemmel bir eslesmedir.
Ayrica, hareketli fazlardaki ylksek organik igerik, eluent buharlasmasini kolaylastirir
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ve elektrosprey arayiliziinde iyonizasyon verimini arttirir, bu da ESI-MS ile
gerceklestirilen analizlerde yliksek hassasiyete yol agar. Karbonhidratlarin peptitlerin
ve polar farmasotiklerin vb. analizine basariyla uygulanmistir. HILIC, proteomik,
glikomik ve metabolomiks arastirmalarda rutin bir teknik haline gelmistir (57, 58) .
Cesitli destek malzemelerine ve yuzey kimyasina sahip HILIC’te kullanilan
sabit fazlar, belirli ayirma problemlerine uyacak sekilde gegmisten glinimdize strekli
olarak genislemistir. HILIC kolonlarinin temel tipleri arasinda ¢iplak silika veya diol
bagli fazlar, amino veya anyon bagli fazlar, amin bagh fazlar, katyon bagli fazlar ve

zwitteriyon bagli fazlar yer almaktadir (Sekil 2.4.) (59).
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Sekil 2.4. HILIC olarak kullanilan sabit fazlarin fonksiyonel gruplari (59).

HILIC' teki hareketli faz, ters faz sivi kromatografisinde oldugu gibi su ile
karisabilen organik ¢6zicunun karisimindan olusur. Hareketli fazdaki organik faz
orani, Sulu faz tabakasinin bilesimini belirleyen baskin bir parametredir.

Asetonitril, ¢ogu HILIC uygulamasinda en c¢ok tercih edilen organik
cOzucudur. Metanol ise organik faz olarak nadiren kullanilmaktadir. Bu, daha az
6lglde diger alkoller — etanol, 2-propanol vb. igin de gegerlidir. Asetonitrili daha az
toksik bir ¢ozuclyle degistirmek icin birkag girisim rapor edilmistir ancak asetonitrilin
tetrahidrofuran ile degistirilebildigi birka¢ uygulama disinda simdiye kadar gok
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basarili olunmamistir. Aseton, asetonitril ile benzer polariteye sahiptir ancak HILIC
kosullar1 altinda daha diisiik tutma ve 6nemli secicilik farkliliklar1 gosterir ve daha
diisiik yogunluklu MS sinyalleri saglar.

HILIC ayirma sistemlerinin ¢zellikleri hem sabit faza hem de hareketli fazin
bilesimine blylk Olcude baghidir. COzulen analit hareketli faz ve sabit fazin
yuzeyindeki sulu faz tabakasi arasinda dengede kalir (Sekil 2.5.) (58). HILIC ayrilma
mekanizmasi incelendiginde ayirimin polar fonksiyonel gruplar ve sabit faz arasindaki
hidrojen bagina ve iyonize fonksiyonel gruplar tzerindeki elektrostatik etkilesimlere
de baglh oldugu goriilmiistiir (Sekil 2.5.). Hidrojen bagi, hidrofobik ve elektrostatik
(iyon degistirme) etkilesimleri numuneye, sabit faza ve hareketli fazin bilesimine bagl
olarak alikonmaya katkida bulunabilir. Hidrojen bagi ¢ok diisiik su derisimlerde ¢ok
onemlidir. Elektrostatik etkilesimler, esas olarak, anyonik, Kkatyonik veya
zwitteriyonik gruplar iceren HILIC sabit fazlar lzerinde iyonik veya iyonlagabilir
polar analitlerin tutulmasini etkiler. Ek olarak, uygun deneysel kosullar altinda, sabit
faza bagh ligandlarmin (veya ¢ok diisiik organik ¢ozlcl derisimlerinde siloksan
gruplarinin) hidrofobik kisimlar ile analitlerin polar olmayan kisimlari arasindaki Van

der Waals etkilesimlerin de mevcut olabildigi belirtilmistir (60, 61).
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Sekil 2.5. HILIC kromatografisi ayrim mekanizmasi (59).
Hareketli Faz

LC sistemlerinde kullanilan su, asetonitril, metanol, etanol, kloroform LC-MS
sistemi icin de uygundur. Ancak kullanilan ¢dzeltilerin saflik derecesi her zaman LC-
MS bazli bir ayirma igin uygun olmayabilecegi not edilmelidir. Ornegin, Thomas M
Annesley’n yaptig1 ¢alismada farkl: ticari firmalardan satin alinan metanollerin ESI-
MS ile analiz sirasinda iyonizasyon degisiklikleriyle iliskilendirilebilecegini
belirtmistir (56, 62).

LC-MS’de fosfat ve sodyum asetat gibi inorganik iyon iceren tamponlarin
kullanimindan kagmilmalidir. Bunlar iyon baskilanmasina neden olurlar ve iyon
kaynagimi hizla Kirletebilirler. Amonyum asetat, amonyum format veya amonyum
bikarbonat gibi tamponlar MS sistemi igin daha uygundur. Buna ragmen, bu

tamponlar da iyon baskilanmasina neden olur, bu nedenle kullanilan tampon derigimi,
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Iyi kromatografik sonuclar tretmek icin gereken minimum dizeyde olmalidir.
Trifloroasetik asit ve diger florlu karboksilik asitler gibi iyon cifti reaktifleri de iyon
baskilamasina neden olur, bu nedenle derisimleri en disiik miktarda tutulmalidir.
Hareketli fazin daha yiksek organik igerigi, ESI'de iyonizasyon verimliligini
de artirabilir. Ornegin, polar molekiiller ters faz kolonlarinda zayif bir sekilde tutulur
ve diisiikk organik icerikle kromatogramin baslangicinda ayrilir. Bu, nispeten zayif
iyonizasyon verimliligine neden olacaktir ve polar girisimlerin bu bdlgede iyon
bastirmaya neden olacak sekilde birlikte ayrismasi daha olasidir. Bunun Ustesinden
gelmenin bir yolu, polar analitlerin tutuldugu ve hareketli fazin daha ytksek organik

igerigi ile ayristirildigr HILIC sabit fazlarin kullanilmasidir (56).
Pompa

Pompa, sistem boyunca hareketli fazin akisini saglamak i¢in kullanilir. Bir LC
pompasi Yiksek basing altinda galisabilmeli, tutarli bir basing saglayabilmeli ve
tekrarlanabilir bir yonteme olanak vermelidir. Akis hizindaki bir degisiklik analizi
blyuk 6lglde etkileyebileceginden pompanin dnemi blyuktir.

Cozuculere veya sulu tampon ve organik ¢ozicilerin herhangi bir karisik
bilesimine karsi inert olan malzemeden olusur. 10 mL/dk’ya kadar yuksek hacimli
hareketli faz saglar. Kullanilan ¢ ana pompa turl vardir; pistonlu pompa, siringa
pompalar1 ve sabit basingli pompalar (51). Fakat LC-MS sistemlerinde akis hiz1 0,5
mL/dk’y1 asmamalidir. Aksi durumlarda iyonlastirma etkinligini azalmasina ve MS’in

kirlenmesine neden olunur.
Kolon Firmi

Analiz edilen numuneler kolon sicakligindan etkilenir. Tekrarlanabilir sonuglar
elde etmek igin tutarl sicaklik kosullarint korumak énemlidir. Oda sicakliginda analiz
edilse bile tekrarlanabilir sonuclar elde etmek igin sicaklig: sabit tutmak da 6nemlidir.

Kolonlar sabit 1sida tutulabilmek igin kolon firin: igerisinde tutulur.
Enjektor

Numunenin kromatografik sisteme enjekte edilmesi i¢in kullanilir. Genellikle

1uL ile 100 pL arast numune hacmi enjekte edilebilir. Enjeksiyon hacmi, 2 mL’ye
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kadar hacme kadar artirilabilir. Otomatik ve manuel olmak (zere kullanilan iki ana
enjektor turd vardir. Otomatik enjektérler daha rahat ve kullanici dostudur ve manuel

enjektorlere kiyasla daha dogru ve hassastir (51).
2.3.2 Kiutle Spektrometresi

MS farmasotik, klinik, biyokimya, su analizleri, gida analizleri ve biyomedikal
gibi bircok alanda uygulamaya sahip nicel ve nitel sonu¢ veren gicli bir analitik
aragtir. Uygun numune hazirlama yontemleri ve Kkitle spektroskopisi teknikleri
kullanildiginda yuz binlerce madde tespit edilebilir. Hassasiyet, algilama sinirlari, hiz
ve uygulamalarinin g¢esitliligi ile ginimazde 6ne ¢ikan bir teknolojidir.

MS teknolojisi son derece hizli bir sekilde ilerlemistir. Bu ilerleme yeni
cihazlarin ortaya ¢ikmasina yol agmustir. Yeni atmosferik basing kaynaklari
gelistirilmistir. Mevcut analizorler miikemmellestirilmistir ve yeni analizor
kombinasyonlar1 ile yeni hibrit cihazlar hayata gegirilmistir (63).

MS’nin temel prensibi kati, sivi veya gaz olabilecek bir numunedeki
molekdllerin iyonlagmasini, yani molekillerin ¢ozeltiden gaz fazina doniisiimiinii
icerir. Iyon haline getirilen bu ytkli molekiiller elektriksel veya manyetik alanda
hareket ederek m/z oranlarina gore analiz edilirler. Bilgisayar, analizérden m/z ve
dedektorden (yogunluk) gelen verileri bir kitle spektrumuna déniistiirtir. Bir MS
spektrumunda, x koordinati m/z degerlerini temsil ederken, y ekseni toplam iyon
sayilarini gosterir (64-66).

MS numune enjeksiyon sistemi, yuksek vakum sistemi, iyon kaynagi, Kitle
analizori, detektorden ve veri sisteminden olusur. Iyon akiminin gegisini artirmak igin

iyon kaynagi, analizor bolgesi ve detektdr vakum altinda tutulur.
Numune Girisi

Bir giris sisteminin islevi, minimum vakum kaybi ile iyon kaynagina numune
vermektir. Kitle spektrometreleri, ¢esitli numune giris sistemlerine sahiptir ve

caligilacak numune tipi i¢in uygun giris sistemi kullanilir (67).
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Analiz edilecek bilesiklerin dogasina bagli olarak LC-MS'de g¢esitli iyon
kaynaklar1 kullanilabilir. Elektron Iyonizasyon (El), ESI, APCI, Matriks-destekli
Lazer Desorpsiyon/Iyonizasyonu (MALDI), Kimyasal iyonizasyon (CI) LC-MS'de

kullanilan iyon kaynaklaridir (Tablo 2.3.). Bu tez kapsaminda ESI teknigi kullanildig:

icin daha ayrintili anlatilmistir.

Tablo 2.3. Kiitle spektrometresi iyonizasyon kaynaklar1 ve bazi 6zellikleri (66).

Iyonizasyon | Iyonizasyon tipi Cihaz Uygulama alanlar1
teknigi
Sert iyonizasyon GC-MS baglantil Ugucu bilesikler igin
El teknigidir. cihazlarin kullanimi uygundur.
oldukga yaygindir.
En yumusak LC-MS icin en popiiler Ugucu olmayan ve polar
ESI iyonizasyon teknigidir. | yéntemdir. bilesikler icin uygundur.
Yumusak iyonizasyon | LC-MS i¢in uygun bir Ugucu olmayan ve polar
APCI teknigidir. yontemdir. bilesikler icin uygundur.
Yumusak iyonizasyon | Zaman-yol bagimli kiitle Ugucu olmayan
teknigidir. spektroskopisiyle (TOF, bilesikler icin uygundur.
Time of Flight MS)
MALDI
birlestirilerek kullanilir.
Fakat LC ile uygun
degildir.
El’dan daha yumusak | GC-MS uygulamalari i¢in | Ugucu bilesikler igin
Cl bir iyonizasyon yaygin olarak kullanilan uygundur.
teknigidir. bagka bir iyonizasyon
yontemidir.

APCI: Atmosfer basinci kimyasal iyonizasyon, Cl: Kimyasal iyonizasyon El: Elektron iyonizasyon,
ESI: Elektrosprey iyonizasyon, GC-MS: Gaz kromatografisi-kitle spektrometresi, LC-MS: Sivi
kromatografisi-kitle spektrometresi, MALDI: Matriks-destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyonu
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Elektrosprey Iyonizasyon

Gunimuzde kullanilan en popiler LC-MS teknigi olan elektrosprey
iyonizasyon, atmosferik basing altinda ¢alisir ve oldukca hassas bir tekniktir.

ESI, yiksek voltaj (4,5 kV) uygulanabilen ¢ok ince bir kapiler igne icerir.
ESI’de genellikle seyreltik (polar ugucu ¢oziicide mM'den daha az) bir analit ¢ozeltisi,
diisiik akis hizinda (tipik olarak 1-20 pL) bir hipodermik igne veya paslanmaz gelik
kapiler araciligiyla sabit bir hacimde kaynak odacigina puskirtilir. Bu sirada kapiler
igneye (3-4 Kv) yiksek bir elektrik potansiyeli uygulanir ve bu da yiksek yikli
damlaciklarin olusmasina (nebulizasyon) neden olur. Geleneksel HPLC akis hizlari
icin  (1-1000 pL/dk), numune ¢Ozeltisi kapiler tdpln ucundan ¢ikarken
nebulizasyonuna yardimer olmak igin ylksek hizda sikistirilmis nitrojen gazi es
eksenli olarak verilir. Nano akis hizlarinda (<1 pL/dk) ise, elektrik alanin kuvveti,
nano sprey olarak bilinen islemde, nebilize edici gaz kullanilmadan numune
cozeltisini ince damlaciklara bdlmek igin yeterince gugludir. Kilcaldan ¢ikan yukli
damlaciklar "benzer" yuklerin birikmesinden kaynaklanan itme kuvvetleri ve mikro
damlacigin kiresel yapisini korumaya calisan yuzey gerilimi kuvvetleri ile bir
dengesizlik yaratir. YUKIU damlaciklar Sir Ingram Taylor tarafindan kesfedilen Taylor
konisi ad1 verilen bir koni gorinimu olusturur. Bu asamada damlaciklarin gapinin
daha da kicultilmesi Taylor konisinin kritik bir noktaya gerilmesine neden olur,
burada yik s1v1 ylzeyden kacar ve kulombik patlama olarak bilinen bir slrecte bir gaz
faz1 iyonu olarak yayilir. Olusan iyonlar kitle analizériine gonderilir (54, 66, 67).

ESI’nin sematik gosterimi Sekil 2.6.”da sunulmustur.
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Sekil 2.6. ESI’nin sematik gosterimi (68).
2.3.2.1 Kutle Analizoru

Iyonizasyondan sonra iyonlar, iyonlarin m/z orania gore ayrildig1 kiitle analiz
cihazina aktarilir. MS sistemin kalbi bu bélimdir. Cesitli kuitle spektrometreleri vardir
ve bunlar genellikle cihazin kullandig: kitle analizi yontemine gore ayirt edilir (69).
Her kitle analizoruniin avantajlart ve simirlamalart vardir. Bir kitle analizorinin
performansini 6lgmenin bes ana 6zelligi, kitle araligi sinir1, analiz hiz, iletim, kiitle
dogrulugu ve ¢ozunurluktur. Kutle araligi, kiitle analizoriiniin iyonlari 6lgebilecegi m/z
smirmt belirler. Tarama hizi olarak da adlandirilan analiz hizi, analizortin belirli bir
kutle araligindaki 6lglim yaptigi hizdir.

Iletim, detekt6re ulasan iyonlarin sayisi ile kitle analizériine giren iyonlarm
sayisidir. Kitle dogrulugu, teorik m/z ile 6lglilen m/z arasinda gozlenen farktir.
Genellikle ppm olarak ifade edilir. Kitle dogrulugu blyuk Olctide analizorin
kararlilig1 ve ¢ozinirligii ile baglantilidir. Distik ¢ozundrlikli bir cihaz, yiksek
dogruluk saglayamaz. Ayirma gtictl, bir cihazin kutleleri ayirabilme yetenegi, m/Am

ya da m/m*2 ile gosterilen rezolusyonu ile ifade edilir. Cihazin ayirma giicii ne kadar
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blyuk ise benzer kutlelere sahip olan iki pikin birbirinden ayrilmasi bir o kadar iyidir
(61).

Dort Kutuplu Analizér

Dort  kutuplu analizér (kuadrupol), radyal bir dizide paralel olarak
yerlestirilmis dort hiperbolik veya silindirik metal cubuktan olusur (Sekil 2.7.).
Iyonlarin ayirimini saglayabilmek igin bu gubuklara dogru akim (DC) voltaji ve bir
radyo frekansa (RF) bagh alternatif akim voltaji uygulanir. Karsit cubuklar ayni
polaritede olup komsu cubuklar ise zit polaritededirler. Amac yalnizca belirlenen
m/z'ye sahip iyonlarin dort kutupludan basariyla ge¢mesi ve dedekttre ulasmasidir.
Detektore ulasan iyon miktari ise sinyale dondstiiriliir.

Iyonizasyon Unitesinden Uretilen iyonlar kiiclik bir delikten gecerek bu 4
¢ubugun arasindaki eksen (z) dogrultusunda ilerler. Karsilikli gubuklar arasinda bir
elektriksel alan olusturmak ic¢in gubuklara uygulanan potansiyeller zamana baglh
degistirilir. Iyonlarmn hareketi elektrik alanlarinin neden oldugu kuvvete baghdir. Bu
sirada RF degistirilir. Buna bagli olarak da iyonlar siniis dalgasi hareketi yaparlar. Bu
hareket sirasinda kararsiz iyonlar, ¢ubuklara carparak salinim alanmin etkisinden
kurtulur ve dedektore ulasamaz. Cubuklara ¢arpmayan iyonlar ise bu 4 ¢ubugun
arasindan gecerek dedektore ulasir (61, 67).

y
Z_ > VA
— 5
4 ) '~ = o D .
M Iyon dedektor
Iyon Kaynag Daért kutuplu analizér

Sekil 2.7. Dort kutuplu MS’nin ¢alisma prensibinin sematik gosterimi (70).
Tandem Kutle Spektrometresi (MS/MS)

MS, nicel ve nitel analizde ¢ok yararli ve gugli bir aragtir. Analitleri

tanimlayabilir ve temel bilesim, izotopik analiz ve yapisal bilgiler hakkinda dogru
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kitle bilgisi saglayabilir. Bununla birlikte, tek bir kiitle spektrometresinin sinirlamalari
vardir. Tek bir MS hem kromatografi hem de m/z (6rn. izomerler) igin ¢oziiniirliigiin
yetersiz oldugu durumlarda givenilir nicel ve nitel bilgi saglamayabilir. Bu, 6zellikle
numune matriksinin karmasik oldugu ve hedef analitlerin ¢cok diisiik derisimlerde
oldugu durumlardir. Bu nedenle, daha yiksek bir secicilik, 6zglnlik ve hassasiyet
saglayan ve hedef analitlerin ilave benzersiz kiitle ve yapisal bilgilerini veren bir teknik
gereklidir.

MS/MS sistemi aralarinda bir ¢arpigsma veya parcalanma hiicresi ile seri olarak
baglanmis iKi kiitle analiz cihazindan olusur. Iyonlar birinci kiitle analizériinde (Q1)
ayrilir, carpisma hicresine girer ve parcalanmaya ugrar, bu da ikinci kutle
analizériinde (Q3) ayristirilan ve tespit edilen rlin iyonlar1 adi verilen iyonlarin
olusumuyla sonuglanir (66).

Tek agsamali MS ile MS/MS cihaz1 arasindaki farklari Sekil 2.8.’de de
gosterilmektedir (66).
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Sekil 2.8. Tek asamali kitle spektrometrisi (Ustte) ve tandem kdtle spektrometrisi

(altta) karsilagtirmasi (66).

Yaygin olarak kullanilan hibrit kitle spektrometrelerinden biri, 1970'lerin
sonlarinda piyasaya surtllen Gc¢li dort kutuplu alettir. Bu enstriimantasyon su anda
QqQ olarak kisaltilmistir, burada kii¢iik g ¢arpisma hiicresini ifade eder (66).

Esasen, tclt dort kutuplu kitle spektrometresi, tek dort kutuplu kitle analizori

ile ayn1 prensipte calisir. Iki kitle filtresinin (Q1 ve Q3) her biri dort paralel, silindirik
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metal ¢ubuk icerir. Hem Q1 hem de Q3, DC ve RF potansiyelleri tarafindan kontrol
edilirken, carpisma hucresi q yalnizca RF potansiyeline maruz kalir. Carpisma hucresi
(q) ile iliskili RF potansiyeli, secilen tim iyonlarin i¢inden gecmesine izin verir.

MS/MS analizi icin secilen iyon, birinci dort kutuplu tarafindan filtrelenir ve
carpisma hucresi igindeki bir inert gaz akimi (6rnegin, helyum, argon, ksenon) ile
carpismaya ugrar. BOyle bir carpisma, bazi kinetik enerjinin i¢ enerjiye aktarilmasina
ve iyonlarin par¢alanmasina neden olacaktir. Parcalanma derecesi ve uriin iyon tdrleri,
saglanan enerjiye baghdir ¢inki bazi kimyasal baglar, kirilma i¢in digerlerinden daha
yuksek aktivasyon enerjisi gerektirir. Carpisma enerjisi arttikga, molekdler iyon
bollugu azalir ve gesitli Uriin iyonlari olusturmak igin pargalanma meydana gelir. Daha
da yuksek carpisma enerjilerinde (6rnegin > 50 V), par¢alanma derecesi daha genistir
ve bu da kutle spektrumunda molekdiler iyon gostermez ve daha diisiik m/z Urln
iyonlar1 bollugu ile sonuglanir (66).

Bu sistem dort farkli tarama tlrinin gergeklestirilmesine izin verir. Bunlar
oncil iyon taramasi, notr kayip taramasi, Uriin iyon taramasi ve ¢oklu reaksiyon
izlemedir (Sekil 2.9.).

Uriin iyon taramast
- 5 CID
— | [e=0
Secilmis m/z Tarama
D Oncii iyon taramasi
7 O—+@
Tarama Secilmis m/z
CID Notr kayip taramasi
7 | [0o=0
Tarama Tarama
m/zx m/z x-a
Coklu reaksiyon
— » CID - » izleme
Secili dncil iyon Secili tirtin iyon
m/za m/zb

QO Tarama kiitle analizi @  Sabit kiitle analizi

Sekil 2.9. LC-MS/MS sistemlerinde ¢esitli tarama sekilleri ile kutle analizi (71).
(CID: (Carpisma sonrasi par¢alanma)
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Uriin iyon taramas: (eski adiyla daughter iyon taramasi) belirli bir m/z orania
sahip bir oncii iyonu birinci kitle analizértinde segilir. Ikinci kiitle spektrofotometresi
parcalanmadan  kaynaklanan 0rin iyonlarmin belirlenen m/z araliginda
belirlenmesinden olusur. Bu iyon tarama modu analitin yap1 aydmnlatilmasi icin
kullanilir. Oncii iyon taramasinda (Precursor ion) Spektrum, ikinci Kiitle
spektrometresinin secilen bir trin iyonunu iletecek sekilde ayarlanmasi ve birinci
kitle analizoriinin yalnizca secilen Uriin iyonunu vermek (zere parcalanan 6ncl
iyonlar1 iletmek icin belirli bir m/z araliginda taranmasi ile elde edilir. Bu tarama, bir
karisimdaki yakindan iliskili bir bilesik sinifinin tanimlanmasi igin kullanighidir. Notr
Iyon taramasi g2'de parcalanma yoluyla belirli bir nétr par¢anin (6rnegin, H.O, NH3)
kaybma yol acan tiim iyonlarin secici olarak taninmasma izin verir. Oncii iyon
taramasinda oldugu gibi bu teknik de bir karisimdaki yakindan iliskili bilesik
simiflarnin segici olarak tanimlanmasinda da yararlidir. Ornegin, 44 Da'lik kayip,
karboksilik asitlerin yaygin bir reaksiyonudur. Coklu iyon izleme (MRM) kompleks
karisimlarda bulunan analitlerin nicel 6lciimlerinde kullanishidir. Bu tarama modu
urin-iyon taramasina benzer. Ancak ikinci kutle analizoriinde genis bir kitle
araliginda taramak yerine, iki kitle analizord, analitin bir veya daha fazla segilmis

oncu-urdn ¢ifti (precursor—product cifti) izlemek lizere ayarlanir (61, 71).



3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler
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Kimyasal Firma
Asetonitril (LC-MS saflikta) (Merck)
Metanol (LC-MS saflikta) (J. T. Baker)
Izopropil alkol (HPLC safllikta) (Sigma Aldrich)
Formik asit (LC-MS saflikta) (Merck)
Su (LC-MS saflikta) (Merck)
Amonyum asetat (Sigma Aldrich)
Sistein (Sigma Aldrich)
Sistin (Sigma Aldrich)
Taurin (Acros Organics)
Hipotaurin (Acros Organics)
Glutatyon (Sigma Aldrich)
Sisteamin (Sigma Aldrich)
Serin (Sigma Aldrich)
Metiyonin (Sigma Aldrich)
Fenilalanin-1-13C (Sigma Aldrich)
Sistin-1,1"-13C (Sigma Aldrich)
Sistein-1-13C (Sigma Aldrich)
3.2 Kullanilan Cihazlar
Cihaz Firma

Sivi Kromatografisi-Kitle Spektrometresi (Shidmadzu 8030)
Santriflj (Hermle Z233 M-2)

(Ika Vortex 3)
(Mettler-Toledo AG285)

(Bandelin, Sonorex)

Vorteks karistirict
Hassas terazi

Ultrasonik banyo

Derin donduruculu buzdolabi (Arcelik)




3.3 Kullanilan Sarf Malzemeler
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Sarf Malzeme

Firma

C18 kolon
HILIC kolon
HILIC kolon
HILIC kolon
NH: kolon

Vial vida kapakli
Insert (200 pL)
Ependorf tiip
Mikropipet
Balon joje

(Inertsil ODS-4 C18; (50x2,1 mm, 3 um))

(Merck SeQuant ZIC-HILIC (150x4,6 mm, 5 pm))
(Merck SeQuant ZIC-HILIC (100x4,6 mm, 5 pm))
(Merck SeQuant ZIC-HILIC (50x4,6 mm, 5 um))
(Phenomenex Luna NHz (100x2 mm, 3 pm))
(Shidmadzu)

(Shidmadzu)

Polipropilen, 1,5-2 mL

Eppendorf (0,1-10 pL, 10-100 pL, 100-1000 pL)
5-250 mL pyreks®

3.4 Kullanilan Yazilm Programlari

Yazilim

Firma

LabSolutions yazilimi

Excel

(Shidmadzu, versiyon 5.72)

(Microsoft)

3.5 Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart stok ¢ozeltiler: Sistin hari¢ ve diger tiim siilfiir metabolitleri %0,1
formik asit: %0,1 formik asit iceren asetonitril (50:50, h/h) karigimi ile 1000 pg/mL

derigiminde hazirlanmistir. Sistin ise formik asit:su:asetonitril (50:25:25, h/h/h)

karisimi ile 1000 pg/mL derisimde hazirlanmistir. BUtun stok ¢Ozeltiler -20 °C’de

kiglk miktarlara bolunerek (100 pL) saklanmustir.

Standart c¢ozeltiler: 1,00 pg/mL derisimdeki cozeltiler stoklardan %0,1

formik asit: %0,1 formik asit iceren asetonitril (50:50, h/h) ile seyreltilerek glnlik

hazirlanmustir.
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%0,1 formik asit ¢ozeltisi: icinde bir miktar distile su bulunan bir litrelik
balon jojeye derisik formik asit (%86) ¢Ozeltisinden 1 mL alinarak aktarilmis ve bir
litreye distile su ile tamamlanmustir.

%0,1 formik asit iceren asetonitril ¢ozeltisi: icinde bir miktar asetonitril
bulunan bir litrelik balon jojeye derisik formik asit (%86) ¢0zeltisinden 1 mL alinarak
aktarilmig ve bir litreye asetonitril ile tamamlanmistir.

I¢ standart stok cozeltileri: Fenilalanin-1-13C ve Sistein-1-C %0,1 formik
asit iceren su: %0,1 formik asit iceren asetonitril (50:50, h/h) karisimi ile 1000 pg/mL
derisiminde hazirlanmustir. Sistin-1,1'-3C; formik asit:su:asetonitril (50:25:25, h/h/h)

karigimi ile 1000 pg/mL derisiminde hazirlanmustir.
3.6 Hucre Kultird Cahismalar:

Calisma kapsaminda, insan hepatoseluler karsinom (HepG2), insan akciger
adenokarsinom (A549), insan saglikli akciger epitel (BEAS-2B), insan kolorektal
adenokarsinom (Caco-2), insan saglikli kolon epitel (FHC) hiicre hatlar1 kullanilmustir.
HepG2, A549, BEAS-2B ve FHC hicre hatlar1 antibiyotiklerle desteklenen (100
U/mL penisilin, 100 pug/mL streptomisin), %10 oraninda fetal sigir serumu (FBS)
iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (4,5 g/L glukoz ve L-Glutaminli) (DMEM)
besiyeri ile, Caco-2 hiicre hatt1 ise antibiyotiklerle desteklenen (100 U/mL penisilin,
100 pg/mL streptomisin), %20 FBS iceren DMEM besiyeri ile suspande edilerek 37°C
ve %5 CO: iceren ortamda muhafaza edilmis ve %100 doluluga ulasmis hicre

hatlarinda hasat islemi gergeklestirilmistir.
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3.7 Analiz Yontemi

Sulfir metabolitlerin analizleri optimize edilen LC-MS/MS yo6ntemi ile

gerceklestirilmistir.
3.7.1 Optimizasyon Cahismalari
MS/MS Kosullarimin Optimizasyonu

MS/MS yonteminin optimizasyonunda kullanilmak Uzere her bir sulfir
metaboliti igin stok ¢dzeltisinden %0,1 formik asit: %0,1 formik asit iceren asetonitril
(50:50, h/h) ¢ozeltisi ile seyreltilerek son derisimleri 1 pg/mL olacak sekilde standart
cozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltiler LC-MS/MS sistemine kolon
kullanilmadan 0,3 mL/dk akis hizinda %0,1 formik asit: %0,1 formik asit iceren
asetonitril (50:50, h/h) hareketli faz kullanilarak sirasiyla enjekte edilmistir. MRM

kosullarinin optimizasyonu i¢in asagidaki adimlar izlenmistir:

1. Metabolit standart ¢ozeltileri MS sisteminde analiz edilerek uygun iyonizasyon
modu ve metabolitlere ait 6ncu iyonlar belirlenmistir.

2. Parcalanma iyonlarin belirlenmesi amaciyla ayni ¢ozeltiler secilen iyonizasyon
modunda farkli carpigsma enerjileri kullanilarak pargalanma Grinleri
belirlenmistir.

3. Segcilen parcalanma iyonunun en yiiksek sinyal siddetinde elde edebilmek i¢in
her bir metabolite ait ¢arpisma enerjisi ve dort kutuplu voltajlar1 (Q1 ve Q3)

optimize edilmistir.
Kromatografik Kosullarin Optimizasyonu

Kromatografik kosullarin optimize edilebilmesi en hassas, hizli, tekrarlanabilir
analizler icin farkli secenekleri denenmesi gerektigi karmasik bir stirectir. Bu asamada

asagidaki sorulara cevap alinmistir (72).

1. Enuygun kolon hangisidir?
2. Maddelerin ayirimi igin ve kullanilan cihaza uygun en iyi hareketli faz (organik
faz igerigi, tampon tipi, tampon derigimi gibi) hangisidir?

3. Izokratik eliisyon yeterli midir yoksa bir gradiyent sistemi mi izlenmelidir?
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4. Gradiyent elusyonu uygulandiginda gradiyent ellisyon beklenen gradiyent
stiresi nedir? Kag adim gerekli?
5. Optimum sicaklik nedir?

6. Optimum akis hizi nedir?

Optimum kromatografik kosullarin belirlenmesi igin farkli Ozellikte analitik
kolonlar, farkli hareketli fazlar ve farkli gradiyent ellisyon programi denenmis ve

analiz sonuglar1 degerlendirilmistir.

3.7.2 Analiz Kosullar

LC-MS/MS yontemi ile sulfur metabolitlerin analizinde ESI iyon kaynagi
kullanilarak pozitif iyonizasyon modlarinda MRM kullanilmustir.

LC-MS/MS analizleri hareketli faz olarak %0,1 formik asit: %0,1 formik asit
iceren asetonitril (50:50, h/h) kullanilarak MerckSeQuant ZIC-HILIC (100x4,6mm, 5
pm) kolonda ve 0,35 mL/dk akis hizinda yapilmistir. Analiz sirasinda uygulanan
gradiyent eliisyon sartlar1 Tablo 3.1’de ve kullanilan diger LC-MS/MS parametreleri
Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Metabolitlerin analizi igin gradiyent elisyon sartlari.

Zaman % Hareketli Faz A % Hareketli Faz B
(dk) (%0,1 formik asit) (%0,1 formik asit
iceren asetonitril)
1,0 5 95
5,0 95 5
9,0 95 5
10,0 5 95

12,0 5 95




45

Tablo 3.2. LC-MS/MS analiz parametreleri.

Nebulizer gaz akis1 3 L/dk

Iyon kaynag sicaklig 400°C
Kolon sicakligt 30°C

Iyon kaynag: Elektrosprey
Iyon tarama sekli MRM

3.8 Yontemin Huicre Kultiiri Orneklerine Uygulanmasi

%100 doluluga wulasmis hicre hatlari, inkubatorden ¢ikarilmis ve
bekletilmeden 5 mL fosfat tuz tamponu ile hizli bir sekilde yikanmistir. Hiicreler
uzerine 1 mL metanol:su (9:1, h/h) ¢odzeltisinden eklenmis ve hafif bir sekilde petri
kutusu c¢alkalandiktan sonra sivi azot icine konarak hicrelerin  dondurulmasi
saglanmigtir. S1vi azot iginde bekletilen petri kutularindaki hucreler, hiicre kaziyict
yardimiyla falkon tiplere kazinarak alinmistir. Hiicrelerin kazindig: petri kutularina 1
mL daha metanol:su (9:1, h/h) ¢dzeltisi eklenerek islemler tekrarlanmis ve elde edilen
cozelti falkon tipe aktarilmistir. Falkon tipler 60000 rpm’de 20 dk santrifiijlenerek
proteinler ¢oktiiriilmistiir. -20 °C’de analiz edilinceye kadar saklanmustir.

3.8.1 Kalibrasyon Standartlarinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon grafigi 0,05, 0,1, 0,5, 1, 2, 5 ve 10 pg/mL konantrasyon
degerlerinde ve 1 pg/mL i¢ satndart icerecek sekilde 1000 uL’lik ¢ozelti hacminde
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden seyreltme hareketli faz kullanilarak gerg¢eklestirilmistir.
Hazirlanan cozeltiler LC-MS/MS cihazinda analiz edilerek sonuclar kaydedilmistir.
Her metabolite ait pik alaninin i¢ standart pik alanina boélinmesiyle elde edilen
degerler, standart derisimine karsi grafige gegcirilerek kalibrasyon egrileri

olusturulmustur.
3.8.2 Yontemin Numunelere Uygulanmasi

1 mL metanol:su (9:1, h/h) ile proteinleri ¢oktlrllerek elde edilmis berrak
santrifiigat halindeki hucre kulturt drneklerinden 200 pL alinarak ependorf tiiplere

aktarilmig ve ucurulmaya birakilmistir. Ucurulan orneklere hareketli faz karigimu ile
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seyreltilmis 200 pL i¢ standart (1 pg/mL) eklenerek 1 dk vortekslenmistir. 15000
rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen berrak santrifiigattan 150 pL alinmig ve
viallere aktarilmistir. Ornekler LC-MS/MS ile analiz edilmistir.

3.9 Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, belirli bir analizde kullanilmak amaciyla
gelistirilen yOntemin kesinliginin, giivenilirliginin ve Kkalitesinin belirtilen kosullara
uygunlugunu kanitlamak icin gergeklestirilmektedir. Ayrica valide edilmis yontemin
analiz kosullarinda herhangi bir degisiklik yapilmis ise yontem rutin analizlerde

kullanilmadan 6nce tekrar valide edilmelidir.
3.9.1 Validasyon Parametreleri

Analitik  yontem  validasyonu belirli  validasyon parametrelerinin
degerlendirilmesi ile gergeklestirilmektedir. Bu parametrelerin analizi icin
farmakopeler veya Uluslararas1t Harmonizasyon Konferansi (ICH), Amerika Bilesik
Devletleri Gida, Avrupa flag Ajans1 (EMA) ve Ilag Uygulamalart Kurumu (US FDA)

gibi yasal kuruluslarin hazirladig kilavuzlar kullanilmaktadir.

Gelistirilen yontem ICH biyoanalitik yontem validasyon kilavuzuna gére segicilik,
dogrusallik, duyarlilik, matriks etkisi, tasinma, kesinlik, dogruluk, tutarlilik ve
saglamlik acisindan test edilmistir (22).
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4. BULGULAR

4.1 Analiz Yonteminin Gelistirilmesi
4.1.1 MS/MS Yonteminin Optimizasyonu Sonugclar:

Analizi  gergeklestirilen sulfir metabolitlerinin - MS/MS  parcalanma
modellerine ait kitle spektrumlar1 Sekil 4.1.’de ve optimum MRM kosullar1 Tablo

4.1.”de sunulmustur.
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Sekil 4.1. Metabolitlere ait MS/MS spektrumlari.
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Standart m/z QL (V) CE Q3 (V)
Sistein 121,80-> 59,10* -13 -22 -11
121,80-> 76,20 -14 -17 -30
Sistin 242,0>152,1* -25 -15 -15
242,0>74,0 -25 -29 -15
Taurin 126,10 - 107,9* -16 -21 -18
126,00 - 44,90 -12 -15 -30
Hipotaurin 110,00 - 65,10* -12 -21 -16
110,00 - 45,10 -12 -15 -30
Serin 106,0>60,1* -15 -25 -15
106,0->70,0 -12 -18 -15
Glutatyon 307,90 > 179,10* -18 -13 -12
307,90 - 162,00 -11 -19 -17
Sisteamin 77,8>61,0* -13 -15 -11
77,8->35,2 -12 -25 -12
Serin 106,0->60,1* -15 -25 -15
106,0>70,0 -12 -18 -15
Metiyonin 149,8 ->104,05* -10 -15 -11
149,8->56,05 -10 -21 -13
Fenilalanin-1-2*C (iS) 167,1>121,1* -15 -15 -24
167,1> 104 -10 -27 -22
Sistin-1,1"-23C (iS) 043,1>152,7* -18 -19 -25
243,1>120,9 -12 -14 -30
Sistein-1-13C (iS) 123->59,1* -13 -22 -11
123->76,2 -14 -17 -30

*Nicel parcalanma iyonu, CE: Garpigma enerjisi, Q1 (V): Birinci kuadrupol voltaji, Q3 (V): Ugtinci

kuadrupol voltaji
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4.1.2 Kromatografik Kosullarin Optimizasyon Sonuclar:

Belirlenen analiz kosullarinda siilfiir metabolitleri i¢cin elde edilen
kromatogramlar Sekil 4.3.”de verilmistir.

Kromatografik ayirim icin ilk olarak Inertsil ODS-4 C18 (50x2,1 mm, 3 um)
kolon kullanilarak sistin ve sistein metabolitleri denenmistir. Ancak metabolitlerin
C18 sabit faz ile etkilesime girmeyerek kolonda tutunmadiklar1 goriilmistir (Sekil
4.2.). Polar 6zellikte kolonlar ile optimizasyon c¢alismasina devam edilmistir. Sulfur
metabolitleri farkli polarite ve partikiill ¢apina sahip dort farkli polar kolon
MerckSeQuant ZIC-HILIC (150x4,6 mm, 5 um), MerckSeQuant ZIC-HILIC (100x4,6
mm, 5 um), MerckSeQuant ZIC-HILIC (50x4,6 mm, 5 um), ve Phenomenex Luna
NH2 (100x2 mm, 3 pm) kullanilarak analiz edilmistir.

/ C-18 Kolon (50x2,1 mm, 3 pm) \ 4 HILIC (50x4,6 mm, 5 pm) A
HF-A:HF-B (60:40 h/h) : HF-A:HF-B (60:40 h/h)

| w L Sistein

: . HF-A:HF-B (90:10 h}h) - ' HF-;\:HF-B (90:10 h/h)

: Jk Sistein L Sistein
HF-A:HF-B (60:40 h/h) F-A:HF-B (60:40 h/h)
L Sistin M
e ‘ — \. J
. HF-A:HF-B (90:10 h/h)

A Sistin
N | J/

Sekil 4.2. Sistein ve sistinin farkli kolonlarda ayirimu.
(HF- A: %0,1 formik asit ¢ozeltisi ve HF-B %0,1 formik asit iceren asetonitril)

En iyi ayinmin ve pik sekillerinin elde edildigi MerckSeQuant ZIC-HILIC
(100x4,6 mm, 5 pm) kolon sabit faz olarak segildikten sonra optimum ayirimi
saglayabilmek icin farkli hareketli faz bilesimleri (A: 20 mM amonyum format-B: %
0,1 formik asit iceren asetonitril; A: 20 mM amonyum asetat asetat-B: % 0,1 formik
asit iceren asetonitril; A: %5 asetonitril icinde %0,1 formik asit- B: %95 asetonitril

icinde %0,1 formik asit; A: % 0,1 formik asit ¢ozeltisi ve B: %0,1 formik asit iceren
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asetonitril) denenmistir. En iyi aymrimin %0,1 formik asit ve %0,1 formik asit igeren

asetonitril karisimindan olusan hareketli faz ile saglandig1 goriilmistiir.
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Standart Hucre Kultira
Serin
Sistin

Glutatyon

Taurin

Metiyonin

D ppsggerrEEEE

istein

Sekil 4.3. Tum sulfur metabolitlere ait 6rnek kromatogramlar (Soldakiler: Standart
karisim ¢Ozeltisi (1 pg/mL) Sagdakiler: Hiicre kiltlrl 6rnegi)
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Standart

Hucre Kultira

Hipotaurin

Sisteamin

i

enilalanin-1-13C

T issiiiit

Sistein-1-13C

Sistin-1,1"-13C,

Sekil 4.3. (Devam) Tum sulfur metabolitlere ait 6rnek kromatogramlar (Soldakiler:
Standart karisim ¢ozeltisi (1 pg/mL) Sagdakiler: Hiicre kiiltiiri 6rnegi)
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4.1.3 Sistem uygunluk

Gelistirilen yontemin optimum analiz kosullar1 altinda sistem uygunlugu,
enjeksiyon kesinligi, kapasite faktori (k'), kuyruklanma faktori, kolon verimliligi

(teorik plaka sayisi, N) parametreleri (Tablo 4.2.) agisindan belirlenmistir (73).

Tablo 4.2. Sistem uygunluk test kriterleri.

Test edilen parametre Sinir deger

Enjeksiyon kesinligi BSS <%1, n>5
Kapasite faktori (k") k™>2
Kuyruklanma faktor <15

Teorik tabaka sayis1 (N) N> 2000

n: Enjeksiyon sayist

Sistem uygunluk testi 1 pg/mL derisimdeki standart karisim ¢ozeltisinin on iki
tekrarli enjeksiyonu ile gerceklestirilmistir. Elde edilen verilere gore her bir metabolite
ait alikonma zamani, enjeksiyon kesinligi, kapasite faktori, kuyruklanma faktori ve

teorik tabaka sayis1 Tablo 4.3.’te verilmistir.

Tablo 4.3 Sistem uygunluk parametrelerinin degerlendirilmesi (n=12).

. Alikonma Enjeksiyon Kapz}'site Kuyruklanma Teorik

Metabolit zamani Kesinligi f: akt?ru faktorii tabaka
(dk) (k") sayisi
Sistein 7,631 0,061 8,301 1,079 5153
Sistin 8,041 0,049 8,800 1,004 6904
Taurin 7,701 0,064 8,383 1,104 4381
Hipotaurin 7,607 0,043 8,280 1,121 5485
Glutatyon 7,695 0,059 8,384 1,075 4344
Sisteamin 7,905 0,070 8,640 1,064 5279
Serin 7,806 0,046 8,510 1,112 5768
Metiyonin 7,371 0,060 7,990 1,110 4700

n: Enjeksiyon sayisi
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4.2 Analitik Yontem Validasyonu

Guvenilir sonuglar elde etmek i¢in uygulanan biyoanalitik yontemlerin iyi
karakterize edilmesi, tam olarak dogrulanmasi ¢ok 6nemlidir. Validasyonun temel
amaci analiz edilen matrikslerden analit derisim belirlenmesi icin ydntemin
giivenilirligini gostermektir.

Biyoanalitik yontemler icin ICH kilavuzu g6z Onlne alinmistir (22).
Gelistirilen yontem secicilik, dogrusallik, duyarlilik, matriks etkisi, tasinma, kesinlik,

dogruluk, saglamlik, tutarlilik agisindan test edilmistir.
4.2.1 Secicilik

Analitik yoéntem, ilgilenilen analit(ler)i ve 1iS'yi matriksteki endojen
bilesenlerden veya numunedeki diger bilesenlerden ayirt edebilmelidir.
Kromatogramlar gelistirilen LC-MS/MS ydnteminin segiciligini belirlemek amaciyla
incelenmistir (Sekil 4.3.). Ayrica siilfiir metabolitleri 5 farkli derisimde (0,5, 1, 2, 5,
10 pg/mL) hicre kiltariinden elde edilen ekstraktlara ve hareketli faza eklenmistir.
Daha sonra gelistirilen LC-MS/MS yontemi ile analiz edilmis ve matriks etkisini
degerlendirmek i¢in hiicre kiltiriinden elde edilen ekstraktlar ve hareketli faz

cozeltilerinden olusan kalibrasyon egrileri karsilastirismistir (Bkz. Tablo 4.8.).
4.2.2 Tasinma

Ardisik enjeksiyonlarda bir dnceki enjeksiyondan kaynaklanan tasinma miktari
analiz sonuglarini etkileyecek diizeyde olmamalidir. Iki enjeksiyon arasi taginma varsa
bulunmasi gereken degerden daha yiiksek miktarda degerler ile analiz sonuglanabilir.
Tasinma, yontem gelistirme sirasinda ele alinmali ve en aza indirilmelidir.

Validasyon sirasinda taginma, standartlari igeren yiiksek derisimli numuneden
(10 pg/mL) sonra hareketli faz enjeksiyonu ile degerlendirilmistir. YUksek
derisimdeki standard: takiben yapilan hareketli faz enjeksiyonundaki alanlar her bir
metabolitin LLOQ alanlariyla karsilastiriimis ve sonuglar Tablo 4.4.’de sunulmustur
(22).



Tablo 4.4.: Stlfir metabolitleri analiz yonteminin tasinma etkisi (n=3).

Maddeler % Alan orami™
Sistein 7,47+0,32
Sistin 1,7+0,39

Taurin 5,87+3,23
Hipotaurin 11,74+0,90
Glutatyon 6,66%0,35
Sisteamin Tespit edilemedi
Serin 3,17+0,31
Metiyonin 1,2+0,12
Fenilalanin-1-1C 0,13+0,00
Sistin-1,1'-1*C, 0,33+0,09
Sistein-1-13C 1,21+0,03

* 100 x Hareketli fazdaki alan/LLOQ’daki alan, Ortalamaz Standart hata

n: Enjeksiyon sayisi

4.2.3 Duyarhhk
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Gozlenebilme smirt (LOD), metabolitlerin varliginin tespit edebildigi ancak

kesin miktarinin 6lgemedigi en diisiik analit derisimdir. Alt tayin sinir1 (LLOQ), bir

numunedeki kabul edilebilir dogruluk ve hassasiyetle givenilir bir sekilde 6lgllebilen

en diistik analit derisimidir. LOD degerleri sistin ve sistein i¢in 0,0005 pg/mL, serin,

glutatyon, metiyonin ve hipotaurin i¢in 0,005 pg/mL, taurin ve sisteamin igin 0,01

pg/mL’dir.

metabolit icin BSS ve BH degerleri Tablo 4.5.’de verilmistir.

Tablo 4.5. LLOQ degerleri igin kesinlik ve dogruluk ¢aligsmalar1 (n=3).

LLOQ degeri ise her metabolit icin 0,05 pg/mL bulunmus ve her bir

Sistein | Sistin | Taurin | Hipotaurin | Glutatyon | Sisteamin | Serin | Metiyonin
X 0,052 | 0,049 | 0,051 0,050 0,051 0,048 0,054 0,051
BSS* | 4,585 | 1,180 | 6,033 1,368 6,767 5,340 9,211 1,338
BHP 3,018 | -1,192 | 1,462 2,423 1,229 -0,010 8,653 1,598

X: Ortalama (ug/mL), ® BSS, Bagil standart sapma, ®: BH, Bagil hata, n: Enjeksiyon saysi
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4.2.4 Dogrusalhk

Gelistirilen LC-MS/MS yontemi ile farkli miktarlarda sulfur metabolitleri ve
sabit miktarda i¢ standart iceren kalibrasyon c¢ozeltileri analiz edilmistir. Kalibrasyon
egrileri, en kiicUk kareler dogrusal regresyon analizi uygulanarak metabolit derisimine
kars1 metabolit alaninin i¢ standart alanina orani cizilerek olusturulmustur.
Metabolitlerin LC-MS/MS yoOntemi ile analizlerinden elde edilen kalibrasyon
dogrularina ait bilgiler Tablo 4.6.’da sunulmustur. Metabolitlere ait kalibrasyon
dogrular1 ve metabolitlere ait dogrusallik kontrol grafikleri sirasiyla Sekil 4.4. ve Sekil

4.5.”de verilmistir.
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Tablo 4.6. Metabolitlerin LC-MS/MS yontemi ile analizlerinden elde edilen
kalibrasyon dogrularina ait bilgiler (n=8).

; Aralik
Metabolit ad a b r R? ** Fx*
(ng/mL) P

Sistein 0,05-10 0,0412 | 0,0242 0,998 | 0,9904 | 0,067 37155
Sistin 0,05-10 0,0161 | 0,0038 | 0,9950 | 0,9993 | 0,356 870,7
Taurin 0,05-10 0,0043 | 0,0047 | 0,9990 | 0,9980 | 0,590 | 852,3
Hipotaurin 0,05-10 0,2008 0,0947 | 0,9990 | 0,9985 | 0,582 684,7
Glutatyon 0,05-10 0,9822 | 0,0189 | 0,9990 | 0,9984 | 0,533 3835,4
Sisteamin 0,05-10 0,0545 | 0,0788 | 0,9990 | 0,9978 | 0.062 | 2877,8
Serin 0,05-10 0,0246 | 0,0104 | 0,9980 | 0,9968 | 0,312 6095,7
Metiyonin 0,05-10 0,4043 | 0,2830 | 0,9991 | 0,9982 | 0,768 1464,9

*y = ax+b; a: Egim; b: Kesisim; x: Derisim (ug/mL); y: Pik alan orami; r: Korelasyon katsayisi; R%:
Tanimlayicilik katsayisi; **p: Kesigimin olasilik degeri, egimin p degeri ***F: Korelasyon katsayisinin
F degeri, n: Enjeksiyon sayisi

4.2.5 Kesinlik ve Dogruluk

Kesinlik ¢aligmalar1 i¢in dncelikle 1 ng/mL’lik standart karisim ¢dzeltisinden
on iki enjeksiyon yapilmis ve cihaz tekrarlanabilirligi de gosterilmistir.

Yontemin kesinligi i¢in gun ici ve glnler aras1 ¢caligmalar yapilmistir. Gln igi
caligmalarda dogrusallik araligina giren (¢ derisim seviyesinde ve her derisim igin (¢
ayr1 ¢ozelti hazirlanmig, hazirlanan bu cozeltiler ayn1 gun iginde analiz edilmistir.
Gunler aras1 ¢alismalarda ayr1 giinlerde, (¢ derisimde taze hazirlanan ¢ozeltiler
kullanilarak analizler yapilmistir. Yontemin giin ig¢i ve giinler arasi kesinlik ve

dogruluk sonuglar1 Tablo 4.7’de verilmisdir.



Tablo 4.7: Gelistirilen LC-MS/MS yo6ntemine ait giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk ¢alismalar1 (n=3).

Der. Sistein Sistin Taurin Hipotaurin Glutatyon Sisteamin Serin Metiyonin
;glf GUn | GUnler | Gin | Gunler | Gun | Gunler | Gun | Gunler | Gun | Gunler | GUn | Gunler | Gun | Gunler | Gin | Gunler
Ici | Arasi Ici Arasi Ici Arasi Ici Arasi Ici Arasi Ici Arasli Ici Arasi Ici Arasi
0,1
X |0410/(011 1011 1010 |011 |009 011 011 1010 1010 1010 |p10 |011 |011 011 |011
SH | 0,00 | 0,00 0,01 | 0,02 0,01 | 0,01 0,00 | 0,00 0,00 | 0,01 0,01 | 0,00 0,00 | 0,01 0,01 | 0,01
BSS? | 3,38 | 3,94 6,52 | 1464 | 6,24 | 13,77 |4,13 | 2,94 464 | 1257 |6,29 | 3,44 190 | 8,34 7,76 | 9,84
BH" | 2,36 | 4,55 9,72 | 1,30 10,53 | -6,02 6,35 | 5,97 2,62 |-143 -0,95 | -3,59 4,58 | 10,02 | 6,84 | 6,80
1
X 1,03 | 1,00 1,11 | 1,03 1,14 1,07 1,07 | 1,10 1,01 | 0,98 1,09 | 1,10 1,12 | 1,08 1,04 | 0,93
SH 0,05 | 0,08 0,05 | 0,08 0,12 0,04 0,03 | 0,02 0,06 | 0,09 0,01 | 0,11 0,05 | 0,07 0,07 | 0,10
BSS? | 5,20 | 8,04 459 | 7,43 10,25 3,41 2,70 | 2,16 553 | 8,96 0,90 | 9,63 478 | 6,49 6,72 | 10,68
BH® (323|021 |1092|289 |1400|716 |706 |1017 |1,07 |-248 |915 |1007 |1154|762 |3,89 |-7,15
10
X 9,81 | 9,89 9,82 | 10,08 | 10,00 | 9,74 9,84 | 9,81 10,06 | 9,91 9,74 | 9,80 9,74 | 9,82 9,81 | 9,70
SH 0,10 | 0,19 0,18 | 0,15 0,12 | 0,30 0,09 | 0,05 0,61 | 0,07 0,19 | 0,10 0,19 | 0,14 0,06 | 0,12
BSS? | 1,01 | 1,89 187 | 1,49 1,21 | 3,11 0,94 | 0,54 6,10 | 0,71 1,96 | 1,01 1,9 | 1,37 0,58 | 1,22
BH® |-19 | -1,1 -1,8 0,8 -0,02 | -2,63 -1,65 | -1,91 0,6 -0,9 -2,64 | -1,99 -2,64 | -1,8 -1,88 | -3,01

Der. Derigim,

X: Ortalama SH: Standart hata, a: BSS, Bagil standart sapma, b: BH, Bagil hata n: Enjeksiyon say1si

61
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426 Matriks etkisi

Sulfur metabolitlerinin ve i¢ standardin iyonizasyonu uzerindeki matriks etkisi,
numune matriksinin varliginda ve yoklugunda elde edilen pik alani degerlerinin orani
olarak ifade edilmistir (74). Bu amacla, silfir metabolitleri igeren 5 farkli derisimde
cozelti (0,5, 1, 2, 5 ve 10 pg/mL) hicre kalturinden elde edilen bos matrikse ve
hareketli faza eklenmistir. Daha sonra gelistirilen LC-MS/MS yontemi ile analiz
edilmis ve matriks etkisini degerlendirmek ic¢in hiicre kiiltiiriinden elde edilen
ekstraklarin olusan ¢ozelti ve hareketli faz c¢ozeltilerinden olusan kalibrasyon

egrilerinin oranlar1 Tablo 4.8.”de sunulmustur.

Tablo 4.8. Matriks etkisi.

Sistein | Sistin | Taurin | Hipotaurin | Glutatyon | Sisteamin | Serin | Metiyonin

%Matriks

etkisi*

103,29 | 87,23 | 110,53 107,27 116,20 105,00 | 101,86 110,73

*0pMatriks etkisi= [100 x (Bos matriks iizerine eklenen standartlar ile olusturulan Kkalibrasyon
dogrusunun egimi) / (Hareketli faz {izerine eklenen standartlar ile olusturulan kalibrasyon dogrusunun

egimi)
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4.2.7 Saglamhk

Yontemin faktorlere tepkisini test etmek icin deneysel tasarim uygulanarak
gelistirilen yontemin saglamlig sistematik olarak arastirilmistir. Bu amacla, sudaki FA
yuzdelerinde (%0,09-0,11) ve asetonitrildeki FA ylzdesinde (%0,09-0,11), hareketli
fazdaki organik ¢oziclnln (asetonitril) yuzdesinde (%79-81), kolon sicakligi (29-
31°C) ve akis hiz1 (0,345-0,355 mL/dk) araliklarinda degisiklikler yapilmistir (Tablo
4.9.). Deney kosullarindaki kicik bir sapmanin elde edilen yanitlarda istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik Uretip tiretmedigini belirlemek icin optimize edilmis
kosullar altinda on (i¢ agamali bir kesirli faktor tasarimi uygulanmistir (Tablo 4.10.).
Analiz sonuglar1t ANOVA testi ile istatistiksel olarak karsilastirilmis ve regresyon

katsay1s1 ve regresyon denkleminin p degerleri hesaplanmustir (Tablo 4.11.).

Tablo 4.9. Saglamlik ¢alismasi icin parametreler ve seviyeleri.

Seviye
Parametreler

-1 0 +1

Sudaki FA yuzdesi 0,09 01 0,11
Asetonitrildeki FA yiizdesi 0,09 0,1 0,11

Organik ¢dzicl yuzdesi 94 95 96

Kolon sicakligi (°C) 29 30 31
Akis hz1 (mL/dk) 0,345 0,35 0,355

Tablo 4.10. Saglamlik ¢alismasi igin deney tasarimi.
Deney No SuQaki FA Aseton?.trildgki ) Qr.gar.\.ik _ Kolon AKis iz
yuzdesi FA yuzdesi ¢ozucl yuzdesi  sicakhigr (°C) (mL/dk)

1 1 1 1 -1 1

2 -1 -1 1 1 1

3 1 -1 1 1 -1

4 1 1 -1 1 -1

5 1 -1 -1 -1 1

6 -1 1 1 1 -1

7 1 -1 -1 -1 -1

8 1 1 -1 1 1

9 -1 1 -1 -1 -1

10 1 -1 -1 1 1

11 1 -1 1 -1 -1

12 1 1 1 -1 1

13 0 0 0 0 0
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Tablo 4.11. Sulfur metabolitlerinin saglamlik ¢alismasindan hesaplanan p degerleri.

p degeri
Maddeler
Sabit Sudaki  Asetonitrildeki  Organik Kolon  Akishizi  Model
FA FA ylzdesi ¢ozicl  sicakhgr  (dk/mL)
yilizdesi ylizdesi (°C)
Sistein 0,00 0,09 0,14 0,09 0,83 0,25 0,16
Sistin 0,00 0,13 0,48 0,65 0,18 0,88 0,31
Sisteamin 0,00 0,11 0,43 0,65 0,28 0,62 0,31
Glutatyon 0,00 0,52 0,79 0,71 0,91 0,91 0,98
Serin 0,00 0,07 0,51 0,24 0,58 0,62 0,27
Metiyonin 0,00 0,18 0,35 0,22 0,33 0,36 0,30
Taurin 0,00 0,89 0,90 0,66 0,30 0,52 0,84
Hipotaurin 0,00 0,52 0,21 0,88 0,80 0,83 0,70

4.2.8 Tutarhhik

Standart c¢Ozelti karisimi (1,0 pg/mL) Onerilen yontemin saglamligini
belirlemek icin iki farkli analizci tarafindan optimum deney kosullar1 altinda altisar
tekrar ile analiz edilmis ve bulgular istatistiksel olarak (t-testi) ile karsilagtirilmistir
Tablo 4.12.)



Tablo 4.12. Gelistirilen yontemin tutarlilik verileri.
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Maddeler Alikkonma Zamani (dKk) Metabolit Alan/iS Alan1 Oran
Analizci 1 Analizci 2 p degeri Analizci 1 Analizci 2 p degeri
X + SH BSS X + SH BSS X + SH BSS X +SH BSS
Sistein 7,627+0,006 0,072 | 7,628+0,004 0,047 0,956 1,761+0,087 4,965 1,779+0,065 0,036 0,714
Sistin 8,040+0,003 0,038 | 8,038+0,004 0,055 0,355 0,022+0,001 6,814 0,023+0,001 0,045 0,170
Taurin 7,697+0,005 0,062 | 7,693+0,004 0,058 0,281 2,414+0,076 3,138 2,357+0,031 0,013 0,152
Hipotaurin 7,627+0,006 0,072 | 7,609+0,004 0,048 0,526 0,189+0,013 6,714 0,196+0,011 0,058 0,422
Glutatyon 7,697+0,005 0,059 | 7,694+0,004 0,054 0,415 0,176+0,011 5,983 0,177+0,010 0,059 0,878
Sisteamin 7,903+0,006 0,080 | 7,901+0,004 0,053 0,538 0,058+0,005 8,198 0,062+0,003 0,054 0,178
Serin 7,802+0,004 0,050 | 7,805+0,003 0,036 0,338 0,042+0,003 6,268 0,042+0,003 0,060 0,712
Metiyonin 7,156+0,005 0,075 | 7,370+0,004 0,049 0,684 0,441+0,026 5,816 0,465+0,017 0,036 0,103

X + SH: Ortalama,®:BSS, Bagil standart sapma
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4.2.9 Stabilite

Sulfur metabolitlerinin stok ¢ozeltileri ise en az 1 ay streyle -20 °C’de kararlt
bulunmustur. Ayrica her bir metabolitin kararlilig1 oto 6rnekleyici (baslangig, 3 saat,
5 saat) ve donma-¢6zilme dongiisiindeki kararliliklart incelenerek degerlendirilmistir.
Kararlilik ¢aligmalarinda 1 pg/mL standart karigim ¢ozeltisi kullanilmistir.

Elde edilen analiz sonuglar1 oto érnekleyici ve donma-¢6ziilme stabilitesi igin
taze hazirlanmis standart karisim ¢ozeltisi (1 pg/mL) ile karsilastirilmis ve sonuglar
Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.’de verilmistir.

Donma ve ¢6zulme stabilitesi

100
9
9
8
8
7
7
6
6
5
5

Sistein Sistin Taurin Hipotaurin Glutatyon Sisteamin ~ Serin  Metiyonin

%Bag1l miktar
o O o1 O o1 O o1 o O

o

m 1 kez ¢dzdirme 2 kez ¢cozdurme  m 3 kez ¢ozdirme

Sekil 4.6. Donma-¢6zulme dongusunun stlfur metabolitleri Uzerindeki etkisi.

[% Bagil Miktar= (Dondurulup c¢oziindirme sonunda ¢Ozeltideki metabolitin pik alani/ Taze
hazirlanmis ¢Ozeltideki metabolitin pik alani) x 100].
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%Kalan

Oto 6rnekleyici stabilite
100,00
95,00
90,00
85,00
80,00
75,00
70,00
65,00
60,00
55,00
50,00
s S & &L §

&S |
& & & o

& <> <®
Wbaglangic =3 saat ®5 saat

Sekil 4.7. Siilfiir metabolitlerinin oto 6rnekleyicideki kararlilik caligmalari.

[% Bagil Miktar = (Belirtilen stre sonunda cozeltideki metabolitin pik alani/ Taze hazirlanmig
metabolitin pik alani) x 100]
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Gelistirilen yontem, HepG2, A549, BEAS-2B, Caco-2 ve FHC hicre

hatlarindan elde edilen ekstraktlara uygulanarak sulfir metabolitlerinin miktarlar

belirlenmistir ve sonuglar Sekil 4.8.”de sunulmustur.

2,5

1,5

0,5

Derisim(pg/mL)

Sekil 4.8. Sulfur metabolitlerinin farkli hiicre hatlarindaki derisimleri.

Sistein

]
HepG2 BEAS-2B A549
Hiicre hatlar:

Sistin

HEPG2 BEAS-2B A549
Hiicre hatlar1

Taurin
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Hiicre hatlar1
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FHC HepG2 BEAS-2B A549
Hiicre Hatlar
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Caco-2

Caco-2

Caco-2

Sekil 4.8. (Devam) Sulfur metabolitlerinin farkli hiicre hatlarindaki derisimleri
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5. TARTISMA

Sulfir metabolitleri canli organizmalarda 6énemli roller oynar ve bir dizi
biyolojik slrecte yer alir. Kanser, kardiyovaskiler ve nérodejeneratif hastaliklar dahil
olmak Uzere birgcok hastalikla ile iliskilidirler. Vicutta anormal derisimde sulfur
metabolitleri icerigi hastaliklarin teshisini saglayabilir ve tedavisini etkileyebilir.
Sulfir metabolitlerinin miktar1 kanser tipine gore farklilik gosterebilir. Ornegin
sisteinin seviyesi meme kanserinde azaldig: prostat kanserinde ise arttigi belirtilmistir
(75).

Sulfir metabolitleri kanserin olusumunu, gelisimini ve doniisiimiinii etkiler. Bu
nedenle, farkli kanser hiicre hatlarindan sulfiir metabolitlerinin analizi, canlilarda
siilfiir metabolizmanin roliiniin ve bu metabolitlerin dinamiklerinin daha 1iyi
anlasilmasi igin esastir.

Kaynaklarda stlfiir bilesiklerinin 6lgimi i¢in LC-MS/MS analiz yontemleri
bildirilmis olsa da segilen 8 metabolitin ayn1 anda analizin gergeklestirildigi bir
calisma yoktur (Bkz. Tablo 2.2.).

Bu tez ¢alismasinda, stlfir metabolitlerinin es zamanli analizi igin LC-MS/MS
yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Gelistirilen yontem farkli kanser hiicre

hatlarinda uygulanmis ve miktar tayini gergeklestirilmistir.
MS/MS Ydnteminin Optimizasyonu

Calismamizda segilen siilfiir bilesiklerinin es zamanli analiz i¢in oldukga segici
ve hassas olan MRM modunda ¢alisan bir MS/MS yontemi gelistirilmistir.

LC-MS/MS cihazinda nicel analiz gergeklestirebilmek icin  MRM
parametrelerinin  optimize edilmesi gerekmektedir. Optimizasyon ¢alismalari
metabolitlerin standart ¢ozelttileri kullanilir. Standartlar, uygun derisimlere (50
ng/mL-2 pg/mL) seyreltildikten sonra dogrudan MS sistemine enjekte edilerek MRM
parametreleri optimize edilir. Bu amacla ilk 6nce farkli iyonizasyon modlarinda
(pozitif ve negatif) metabolite ait oncii iyon taranir. Daha sonra farkli ¢arpigma

enerjileri uygulayarak metabolitelere ait pargalanma trunleri belirlenir.
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Parcalanma drlnleri belirlendikten sonra her bir metabolite ait pargalanma
iyonlari i¢in en yiiksek sinyal siddeti ¢arpisma enerjileri, dOrt kutuplu voltajlart (Q1,
Q3) ve bekleme suresi belirlenir. Bu amacla her bir metabolit icin 1 pg/mL derisimdeki
standart karisim ¢6zeltisi hazirlanilmis ve 6ncii iyonlar pozitif modda elde edilmistir.
Daha sonra her bir metabolit i¢in iki tane par¢alanma iiriinii nicel ve dogrulama i¢in
belirlenerek en yilksek sinyal elde edebilmesi i¢cin MRM parametreleri optimize
edilmistir (Bkz. Tablo 4.1.).

Kromatografi Yéntemin Optimizasyonu

Optimum kromatografik kosullarin belirlenmesi igin farkli 6zellikte analitik
kolonlar, hareketli fazlar ve gradiyent ellisyon programlari denenmis ve analiz
sonuclar1 degerlendirilmistir.

Kromatografik ayirimda kullanilacak sabit fazin belirlenmesi amaciyla ilk
olarak ters faz C18 (Inertsil ODS-4 C18 (50x2,1 mm, 3 um)) kolon ile sistin ve sistein
cozeltileri ayr1 ayr1 analiz edilmistir. Analizden elde edilen kromatogramlar
incelendiginde sistin ve sisteinin kolonda tutunmadiklari gorilmiistiir (Sekil 4.2.).
Sulfar metabolitleri oldukca polar maddelerdir ve apolar olan C18 sabit faz ile
etkilesime girmeden kolondan ayrilmasi beklenen bir sonugtur. Kromatografi
yontemin optimizasyonu igin bu asamadan sonra polar Ozellikteki kolonlara
yonelinmistir. Metabolitler farkli polarite ve partikil ¢apina sahip dort farkli polar
kolon (MerckSeQuant ZIC-HILIC (4,6x150 mm, 5 um), MerckSeQuant ZIC HILIC
(4,6x100 mm, 5 um), MerckSeQuant ZIC-HILIC (50x4,6 mm, 5 um) ve Phenomenex
Luna NHz (100x2 mm, 3 pm)) kullanilarak analiz edilmistir. Bu kolonlar arasinda
digerlerine kiyasla en iyi ayirmmin ve pik sekillerinin elde edildigi zwitteriyonik
yapidaki sabit faz olan MerckSeQuant ZIC-HILIC (100x4,6 mm, 5 um) optimizasyon
calismasinda kullanilacak analitik kolon olarak belirlenmistir.

Hareketli fazdaki organik cozeltilerin tipi ve ylzdesi, maddelerin alikonma
zamanlar1 Uzerinde ¢ok etkili olduklarindan dolay1 en énemli parametrelerden biridir.
Asetonitril, cogu HILIC uygulamasinda en ¢ok tercih edilen organik ¢ozucudur.
Optimum hareketli faz bilesimini belirleyebilmek igin asetonitril ile farkli sulu faz
bilesimine sahip hareketli faz ¢ozeltileri (A: 20 mM amonyum format-B: %0,1 formik
asit iceren asetonitril; A: 20 mM amonyum asetat-B: %0,1 formik asit iceren
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asetonitril; A: %5 asetonitril igcinde %0,1 formik asit-B: %95 asetonitril iginde %0,1
formik asit; A: %0,1 formik asit ¢ozeltisi-B: %0,1 formik asit iceren asetonitril)
denemistir. En iyi aymrimin %0,1 formik asit ve %0,1 formik asit iceren asetonitril
karisimindan olusan hareketli faz ile saglandig1 goriilmiistiir.

Gradiyent elisyonu kromatografik ¢alisma sirasinda mobil fazin bilesimini
degistirme teknigini ifade eder. Gradiyent ellisyon toplam ayirma siresinin
azaltilmasu, belirli bilesikler arasinda iyi bir ayirma saglamayan bir ayirmada alikonma
srelerinin degistirilmesi ve kromatografik kolonun temizlenmesi ve/veya yenilenmesi
icin kullanilir (76). Optimum ayirma kosulunu olusturabilmek igin farkli gradiyent
kosullar1 denenmistir. En uygun ayirimin segilen hareketli fazda (hareketli faz A: %0,1
formik asit -B: asetonitril i¢inde %0,1 formik asit) (1 dk %95 B, 5 dk: %5 B, 9 dk %5
B, 10 dk %95 B, 12 dk %95 B) kosullarinin oldugu goriilmiistiir.

Hareketli faz bilesimi ve uygun gradiyent kosullar optimize edildikten sonra
hareketli fazin akis hizinin ve kolon sicakliginin etkisi incelenmistir. Farkli hareketli
faz akis hiz1 denemelerinden (0,2 mL/dk, 0,3 mL/dk, 0,35 mL/dk) sonra akis hiz1 0,35
mL/dk; farkli kolon sicakligi denemelerinden (25 °C, 30 °C, 40°C) ise 30°C
secilmistir.

LC-MS/MS sisteminin gelistirilen yontem i¢in uygunlugu alikonma zamani,
enjeksiyon tekrarlanabilirligi, kapasite faktorii, kuyruklanma faktorii ve teorik tabaka
sayis1 esas alinarak degerlendirilmistir. Sistem uygunluk testi i¢in metabolitlerin 1
pg/mL derisimdeki standart karisim ¢ozeltisinin 12 tekrarli enjeksiyonu sonucunda
elde edilen veriler kullanilmistir. Elde edilen degerler (Bkz. Tablo 4.2.) belirtilen
sinirlar [BSS (alikonma zamani) < %1, kapasite faktorii>2, kuyruklanma faktori<1,5
ve teorik tabaka say1s1>2000] i¢inde bulunmus olup sistemin hedeflenen metabolitlerin

analizi i¢in uygun oldugu belirlenmistir.
Yontem Validasyonu

Yontem validasyonu secicilik, tasinma, duyarlilik, dogrusallik, kesinlik ve
dogruluk, matriks etkisi, saglamlik ve tutarlilik validasyon parametreleri 6l¢timlerini
icermektedir.

Herhangi bir metabolit pikinin baska bir metabolitin m/z degerinde goériilmedigi

saptanmistir. Ayrica analiz sliresince kullanilan hareketli faz ¢ozeltisi de bu amagla


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/mobile-phase-composition
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analiz edilmis ve metabolitlerin MRM kosullarinda herhangi bir girisim
gozlenmemistir. Metabolite ait pikin bagka bir metabolitin m/z degerinde gériilmemesi
ve hareketli faz ¢ozeltisinin calisilan MRM kosullarinda herhangi bir girisim
yapmamis olmasi yontemin se¢ici oldugunu gostermektedir.

Taginma, en ylksek derisimde (10 pg/mL) metabolit c¢ozeltilerinin
enjeksiyonlarini takiben bos soliisyonlarin enjeksiyonu ile tespit edilmistir. Yontemin
tasinmasi, LLOQ degerlerinin %20'sinden daha diisiik bulunmustur (Bkz. Tablo 4.4.).
Enjektor yikamalariin, numuneler aras1 herhangi bir tasinmay1 énlemek i¢in yeterli
oldugu gostermistir (22).

Metabolitlere ait LOD degeri sinyal/giiriiltii oraninin yaklasik 3 oldugu
degerler olarak secilmistir. Bu degerler, sistin ve sistein igin 0,0005 pg/mL, serin,
glutatyon, metiyonin ve hipotaurin icin 0,005 pg/mL, taurin ve Sisteamin i¢in 0,01
pg/mL’dir. LLOQ degeri yeterli kesinlik ve dogrulugun saglandigi (BH <%15 ve BSS
<%15) 0,05 pg/mL degeri belirlenmistir.

Dogrusallik caligmalar1 sonucunda elde edilen kalibrasyon egrileri Sekil
4.5.°de, kalibrasyon egrilerine ait bilgiler Tablo 4.6.°da verilmistir. Analizi
gercgeklestirilen metabolitlerin dogrusal oldugu ¢alisma araliginda korelasyon katsayisi
degerlerinin  0,990-0,999 arasinda bulunmus olmas1 yontemin dogrusalligini
gostermektedir. Ayrica yontem dogrusalligi kontrol grafikleri (Bkz. Sekil 4.5.)
olusturulmus ve elde edilen kalibrasyon egrilerinin egimlerinin 1’e yakin ¢ikmasi ve
korelasyon katsayilarmin 0,991-0,999 araliginda olmasi gelistirilen yontemin 0,05-10
pg/mL araliginda dogrusal oldugunu gostermistir.

Ug farkli derisimde yapilan giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk
calismalar1 sonucunda BSS ve BH degerlerinin %15°den kii¢iik bulunmasi; gelistirilen
yontemin kesin ve dogru oldugunu gostermektedir (Bkz. Tablo 4.7.) (22).

LC-MS sisteminde analitlerin tekrarlanabilirligini ve miktar tayininin
dogrulugunu etkileyebilecek dnemli bir faktor, tespit edilmeyen matriks bilesiklerinin
birlikte ayrigtirilmasinin neden oldugu iyon baskilama ve iyon artisidir. Bunlar tayin
edilecek bilesiklerle ayn1 zamanlarda pik gésteren tayini istenmeyen bilesiklerdir. Iyon
bastirma, biyolojik matrikslerde daha az ugucu, endojen bilesiklerin varligindan

kaynaklanir, bu da damlacik olusumunun veya buharlasmanin etkinligini degistirebilir
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ve bu da kaynaktaki gaz fazindaki yUklu iyon miktarimi degistirir. Bu da analizin
tekrarlanabilirlik parametresini etkiler.

Matriks etkisi numune temizleme prosedirlerini gelistirerek ve kromatografik
kosullar1  degistirerek en aza indirilebilir veya duzeltilebilir. Kalibrasyon
numunelerinin matriksi ile gercek orneklerin matriksinin ayni olmasi ve i¢ standart
olarak kararli izotoplarin kullanilmas1 matriks etkisini azaltmanin gegerli bir yoludur
(77).

LC-MS/MS analizlerde analit ile ayn1 kromatografik ve iyonlasma etkinliginde
bulunan kararli izotoplarinin kullanilmasi yontemin tekrarlanabilirligini  ve
dogrulugunu arttirmaktadir. Normal kosullarda analizi yapilacak her bir madde i¢in
kararl1 izotopun kullanilmas1 gerekmektedir. Fakat maliyet ve erisebilirlikten dolay1
her zaman miimkiin olmamaktadir. Tezimizde i¢ standart olarak temin edilen sistin -
1,1'-13C,, sistein-1-BC  ve fenilalanin-1-3C  kullanilmistir. Degerlendirmeler
sonucunda sistin igin sistin-1,1'-13C5, sistein icin sistein-1-*C diger metabolitler igin
fenilalanin-1-'3C i¢ standart olarak belirlenmistir.

Matriks etkisi parametresi i¢in artan derisimlerde (0,5, 1, 2, 5, 10 ug/mL) stlfur
metabolitleri hiicre kiiltiiriinden elde edilen ekstraktlara ve hareketli faza eklenmis ve
LC-MS/MS yontemi ile analiz edilmistir. Her bir metabolit i¢in, metabolit alaninin IS
alanina oraninin eklenen standart metabolit derisimine kars1 grafige gecirilmesiyle
kalibrasyon dogrular1 olusturulmustur Elde edilen dogrularina ait regresyon
denklemleri belirlenmis olup egim oranlar1 karsilagtirilmistir. Kalibrasyon egrilerinin
egim orant %87,23 ile %116,20 arasinda olmasi matriks etkisinin olmadigi
gostermistir (22) (Bkz. Tablo 4.8.).

Deney kosullarindaki kii¢iik bir sapmanin elde edilen yanitlarda istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik {iiretip liretmedigini belirlemek i¢in optimize edilmis
kosullar altinda on ii¢ asamali bir kesirli faktor tasarimi uygulanmistir (Bkz. Tablo
4.9.). Analiz sonuglari ANOVA testi ile istatistiksel olarak karsilastirilmis ve
regresyon katsayisi ve regresyon denkleminin p degerleri hesaplanmigtir (Bkz. Tablo
4.10. ve Tablo 4.11.). Sonuglar arasinda istatistiksel fark gézlenmememistir (p=>0.05).
Bu nedenle kiiciik degisikliklerin siilfiir metabolitlerinin i¢ standarta kars1 pik alani
orani iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin olmadig1 ve gelistirilen analitik

yontemin saglam oldugu gosterilmistir.
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1,0 pg/mL standart ¢ozeltileri, onerilen yontemin tutarliligini belirlemek i¢in
iki farkli (analizci 1 ve analizci 2) tarafindan optimum deney kosullari altinda analiz
edilmis ve siilfiir metabolitlerinin alikonma zamanlari ve pik alan oranlari istatistiksel
olarak karsilastirilmistir (Bkz. Tablo 4.12.). t-testi sonucunda istatistiksel olarak
anlamli bir fark (p>0.05) gézlenmemis ve yontem tutarli bulunmustur.

Stabilite ¢alismalarinda oto Ornekleyici ve donma c¢ozilme donglsu
incelenmistir. Taze hazirlanmis ¢Ozeltilerin analiz sonuglar1 ile karsilagtirma
yapildiginda dongl sonucunda analit miktarlarinin  %80’inden fazla oldugu
goriilmistiir (Bkz. Sekil 4.7.-4.8.).

Yontemin Ger¢cek Numunelere Uygulanmasi

Sulfir metabolitleri HepG2, A549, BEAS-2B, Caco-2 ve FHC hicre
kllturlerinde analiz edilerek miktarlar1 belirlenmis ve Sekil 4.8.”de sunulmustur. Serin
metaboliti sonuglarina bakildiginda kontrol hiicre hatlarindaki (FHC ve BEAS-2B)
derisimlerine kiyasla karsinom hiicre hatlarindaki (A549 ve Caco-2) derisimlerin daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlari i¢in sistein ve hipotaurin
metabolitleri derisimleri incelendiginde kanser hiicre hattindaki (A549) miktarlari
yiiksek oldugu belirlenmistir. Glutatyon, sistin ve taurinde ise tam tersi olarak kanser
hiicre hatlarindaki derisim kontrol gruplarindaki derisimden daha diisiik bulunmustur.

Glutatyonun sentezi biyik 6lclde ti¢ amino asidin (glutamik asit, sistein ve
glisin) derisimleri tarafindan belirlenir. Bu ii¢ aminoasitten sistein en énemli olanidir
(78). Glutatyon ve sisteinin akciger kontrol hiicre Kultr 6rnekleri ve akciger kanser
hicre kiltari ornekleri derisimlerinin arasindaki iliskiye baktigimizda glutatyon
derisiminin akciger kanseri hiicre kiiltirinde azalirken sistein derisiminin kanser hiicre
kulttrunde miktart arttig1 gorilmustiir.

HepG2 ve A549 hiicre hatlarinda siilfiir metabolitleri incelendiginde en yiiksek
derisimde HepG2 igin sistein (1,27 pg/mL) ve sistin (0,44 pg/mL); A549 igin de sistein
(0,26 pg/mL) ve sistin (0,3 pg/mL) metabolitleri yer almistir. Caco-2 hiicre hattinda
ise serin (0,48 pg/mL) ve sistin (0,44 pg/mL) metabolitleri en yiiksek derisimde
bulunmaktadir. Metiyonin ve sisteamin ise analizi gergeklestirilen hiicre
kilturlerindeki LOD derisimlerinden daha diisiik oldugu i¢in hiicre hatlarinda tespit

edilememistir.
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Kaynaklarda yer alan stlfiir metabolitlerinin analizinin gergeklestirildigi hiicre
kiiltiirti galismalarinda dogrudan derisimlere bakilmamistir (Bkz. Tablo 2.2). Yuan W.
ve ark.(32)’nin yaptigi c¢alismada kisa ve uzun siireli hipergliseminin siilfiir
metabolitleri lizerindeki derisimleri karsilastirilmistir. Xiao ve ark. (45)’nin yaptigi
calismada oksidatif stres tedavisi oncesi ve sonrasinda hiicre kiiltiirii 6rneklerinde

stilfiir metabolitleri derigsiminin degisimleri karsilastirilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sulfar metabolilerinin farkli kanser hiicre hatlarindan analizi ile sulfur
metabolizmanin rolinin ve bu metabolitlerin dinamiklerinin daha iyi anlasilmasi igin
LC-MS/MS yontemi gelistirilmistir.

Yapilan caligmalar incelendiginde siilfiir metabolitlerinin analizinde C18
kolonunun siklikla tercih edildigi goriilmektedir. Ancak siilfiir metabolitleri oldukca
polardir. Bu fizikokimyasal 06zelligi nedeniyle C18 kolonunda erken ayirim
gerceklesmektedir. Calismalarda pik sekillerini iyilestirmek ve alikonma siireleri
arttirabilmek i¢in tiirevlendirme secenegine basvurmuslardir (Bkz. Tablo 2.2.).
Tiirevlendirme asamasi, ¢alismalarda ayirma ozelliklerini iyilestirsede, numune
hazirlama asamasina bir adim daha eklenmesi, hata olasiligini1 ortaya ¢ikarmakta ve
hazirlama asamasiin siliresini uzatmaktadir. Yiirltilen tez calismasinda,
kromatografik kosullarin optimize edilmesi sonucunda tiirevlendirme agamasina gerek
kalmadan sulfur metabolizmasinda yer alan metabolitlerin es zamanli analizi ilk kez
LC-MS/MS yontemi ile gergeklestirilmistir.

Metabolitlerin  LC-MS/MS  yontemi ile kromatografik ayiriminda
MerckSeQuant ZIC-HILIC (100x4,6 mm, 5 pum) kolon kullanilmistir. Analizler %0,1
formik asit (A): %0,1 formik asit iceren asetonitril (B) karisimindan olusan hareketli
faz sisteminde, 0,35 mL/dk akis hizinda, 30°C kolon sicakliginda gradiyent ellisyon
ile gerceklestirilmistir. Gradiyent elisyon) (1 dk %95 B, 5 dk: %5 B, 9 dk %5 B, 10
dk %95 B, 12 dk %95 B)sartlarinda uygulanmistir. Numune enjeksiyon hacmi 10 pL
ve analiz suresi 12 dk’dir. Her bir metabolit kendine 6zgii MRM kosullarinda analiz
edilmistir.

Gelistirilen analiz yontemi biyoanalitik validasyon parametreleri agisindan
degerlendirildiginde yontemin sekiz metabolitin hiicre kultiriinden analizi igin
dogrusal, duyarl, kesin, dogru ve secici oldugu sonucuna varilmistir.

Optimize edilen LC-MS/MS yoéntemi kontrol hicre kultirleri ile (FHC ve
BEAS-2B) ve karsinom hticre kilturlerinde (A549 ve Caco-2, HepG2) uygulanmustir.

Gelistirilen LC-MS/MS yontemi klinik laboratuvarlarda stlftr metabolitlerinin
rutin analizlerinde kolaylikla kullanilabilecek bir yontemdir. Siilfiir mekanizmasindan
kaynaklanan degisimler sonucunda siilfiir metabolitlerinin miktarlarindaki yiikselme

veya diisiislerin saptanabilmesinin hastaliklarin tanisinda ya da tedavi sirasinda



78

klinisyenlere yol gosterici ve yardimci olacagi ve bu durumun gelistirilen yontemin

kullanilma potansiyelini arttiracagi diisiiniilmektedir.
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8. EKLER

EK 1. Istatistiksel Katsayillarin Hesaplanmasi
Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi

Standart sapma

Bagil Standart Sapma (BSS) = x 100

Aritmetik ortalama

Bagil Hata Hesaplanmasi

(Olmasi gereken miktar - Bulunan miktar)

Bagil Hata (BH) =
agil Hata (BH) Olmasi gereken miktar

Standart Hata Hesaplanmasi

Standart sapma

/ Ol¢iim sayis1

Standart Hata (SH) =

X

100
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