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OZET

Kus Kale, A., Preeklampsi Hastaliginin Erken Tanisina Yoénelik Hedeflenmis
Metabolomik Calismalar i¢in GC-MS Yontemi Gelistirilmesi. Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2022. Preeklampsi, insan gebeligine 06zgli, nedeni bilinmeyen c¢ok sistemli bir
hastaliktir. Artan sistemik vaskiler rezistans, artmis trombosit agregasyonu,
pihtilasma sisteminin aktivasyonu ve endotelyal disfonksiyon ile iliskili yerlesime
anormal vaskiler tepki ile karakterizedir. Metabolomik, biyolojik bir sistemdeki tim
metabolitlerin genis capl analizi olup sistemdeki daha distk molekiler agirhkli
analitlerin (<1800 Da) nicel degerlendirmesini ortaya koydugundan transkriptomik ve
proteomik analizlerini tamamlayici niteliktedir. Tez ¢alismasinda preeklampsi
hastaliginin erken tanisinda ayirici oldugu dislntlen 2-hidroksi bdtirik asit,
piroglutamik asit, glutamik asit, 4-hidroksi glutamik asit, N-asetil L-glutamik asit ve N-
karbamil L-glutamik asit segilmistir. S6z konusu metabolitlerin analizleri %5 difenil
%95 dimetilpolisiloksan (30 m x 0,25 mm, 0,25 um) kapiler kolon ile 60°C (1 dk), 10°
C/dk ile 200°C sonra 30°C/dk ile 320°C (5 dk) firin sicakhk programinda, hareketli faz
olarak helyum ve akis hizi 0,99 mL/dk ve i¢ standart olarak miristik asit-d27
kullanilarak GC-MS ydntemi ile yapilmistir. Gelistirilen yontem, 6zglnlik, dogrusallik,
duyarhlik, dogruluk, kesinlik, saglamlik, kararhlik ve sistem uygunluk parametreleri
degerlendirilerek valide edilmistir. Gelistirilen ve valide edilen yontem bos plazmaya

uygulanarak ortalama geri kazanim degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Preeklampsi metabolitleri, Gaz Kromatografisi-Kitle

Spektrometrisi, Metabolomiks
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ABSTRACT

Kus Kale., Development of GC-MS Method for Targeted Metabolomic Studies for
Early Diagnosis of Preeclampsia Disease. Hacettepe University Graduate School
Health Sciences, Analytical Chemistry Program, Master's Thesis, Ankara, 2022.
Preeclampsia is a multisystem disease specific to human pregnancy with an unknown
cause. Itis characterized by increased systemic vascular resistance, increased platelet
aggregation, activation of the coagulation system, and abnormal vascular response
to localization associated with endothelial dysfunction. Metabolomics is the broad
analysis of all metabolites in a biological system and is complementary to
transcriptomic and proteomic analyzes as it provides a quantitative assessment of
lower molecular weight analytes (<1800 Da) in the system. In the thesis study, 2-
hydroxy butyric acid, pyroglutamic acid, glutamic acid, 4-hydroxy glutamic acid, N-
acetyl L-glutamic acid and N-carbamyl L-glutmic acid, which are thought to be
differential in the early diagnosis of preeclampsia, were selected. The analyzes of
these metabolites are 5% diphenyl 95% dimethylpolysiloxane (30 m x 0.25 mm, 0.25
um) with capillary column at 60 °C (1 min), at 10 °C/min at 200 °C after 30 °C/min at
320 It was made by GC-MS method using helium as mobile phase, flow rate of 0.99
mL/min and myristic acid-d27 as internal standard, in the oven temperature program
at oC (5 min). Developed method was validated by parameters of stability, selectivity,
linearity, sensitivity, accuracy, precision, robustness and system suitability. The mean
recovery was evaluated by applying the developed and validated method to blank

plasma.

Keywords: Preeclampsia metabolites, Gas Chromatography-Mass Spectrometry,

Metabolomics
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1.GiRiS ve AMAC

Gebelik, kadinlar icin fizyolojik olaylarin yasandigi dogal bir siire¢ olsa da
gebelik  komplikasyonlarinin  gelismesi, zamaninda ve uygun midahale
edilememesine baglh olarak bircok gebe hayatini kaybetmektedir. Preeklampsi artan
sistemik vaskiler rezistans, artmis trombosit agregasyonu, pihtilasma sisteminin
aktivasyonu ve endotelyal disfonksiyon ile iliskili yerlesime anormal vaskiiler tepki ile
karakterize olup nedeni bilinmeyen ¢ok sistemli bir hastaliktir. Preeklampsinin klinik
bulgulari maternal veya fetal sendrom seklinde kendini gésterebilir. Diinya ¢apinda
anne olamleri nedenleri arasinda ilk Gg sirada yer alan preeklampsi, lilkemizde ise
ikinci sirada yer almaktadir. Ancak hastaligin uygun yonetiminin saglanmasi ile
maternal morbidite ve mortalite oranlari azaltilabilmektedir.

Metabolomik; dokularda, hiicrelerde ve fizyolojik sivilarda ortaya c¢ikan
metabolom igindeki metabolitlerin miktar ve degisimlerinin yuksek verimli
teknolojilerle es zamanli, kapsamli ve sistematik olarak belirlenmesidir. Omik
analizlerin en yenisi olan metabolomik analizler sayesinde hastaliklarin erken teshisi
yapilarak kisiye 6zgli tedavi planlanabilmektedir.

Tez calismasinda, kaynak arastirmalarinda preeklampsi hastaliginin erken
teshisinde ayirici olabilecegi distinilen 2-hidroksi bitirik asit, piroglutamik asit,
glutamik asit, 4-hidroksi glutamik asit, N-asetil L-glutamik asit ve N-karbamil L-
glutamik asit metabolitleri segilerek hedeflenmis metabolomiks ¢alismalarin
gerceklestirilebilmesine yonelik olarak bu metabolitlerin bir arada analizlerinin
saglanabilmesi icin GC-MS yonteminin gelistirilmesi ve gelistirilen yontemin plazma

numunelerine uygulanmak amaciyla valide edilmesi planlanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.PREEKLAMPSI

Kadinlar icin gebelik, fizyolojik olaylarin yasandigi dogal bir slire¢ olarak
tanimlanmaktadir. Fakat bir¢ok gebe, gebelik komplikasyonlarinin gelismesine,
zamaninda ve uygun midahale edilememesine bagli olarak hayatini kaybetmektedir
(1-2). Preeklampsi, insan gebeligine 06zgli, nedeni bilinmeyen ¢ok sistemli bir
hastaliktir. Artan sistemik vaskiler rezistans, artmis trombosit agregasyonu,
pihtilasma sisteminin aktivasyonu ve endotelyal disfonksiyon ile iliskili yerlesime
anormal vaskiler tepki ile karakterizedir. Preeklampsinin klinik bulgulari maternal
sendrom (diger multisistem anomalileri olan veya olmayan hipertansiyon ve
proteiniri) veya fetal sendrom (fetal bliyiime kisitlamasi, azaltilmis amniyotik sivi ve
anormal oksijenasyon) seklinde kendini gosterebilir (3-4). Gebelikte hipertansif
hastaliklar arasinda yer alan preeklampsi, diinya ¢apinda anne olimleri nedenleri
arasinda ilk ¢ sirada yer alirken Ulkemizde ise ikinci siradadir (5-6) . Fakat
preeklampsinin uygun yonetimi ile maternal morbidite ve mortalite oranlari

onlenebilmektedir (1,7,8).

Gebelikte Hipertansif Hastaliklarin Siniflandiriimasi

Amerikan Kadin Dogum Uzmanlari ve lJinekologlar Komitesi tarafindan

benimsenen siniflama asagida verilmistir:

1. Kronik Hipertansiyon: Gebelikten 6nce kan basincinin 140/90
mmHg'nin Uzerinde olmasi, gebeligin yirminci haftasindan sonra tansiyonun bu
degerlerin lzerine ¢ikmasi ve durumun dogumdan alti hafta sonrasina kadar devam

etmesidir (9).

2. Kronik Hipertansiyona Preeklampsi Eklenmesi: Kronik hipertansiyon
tanisi konmus bir gebede yirminci gebelik haftasindan sonra kan basincinin

yikselmesi ve ayni anda proteinirinin gézlemlenmesidir (9).



3. Gebeligin Neden Oldugu Hipertansiyon: Gebeligin yirminci
haftasindan sonra 6 saat aralarla yapilan olgiimlerde kan basincinin en az iki kez
140/90 mmHg’ ya esit ya da bu degerden yiiksek olmasi ve yirmi dort saatlik idrarda
proteinlrinin 300 mg’in altinda olmasidir (10).

Gestasyonel hipertansiyon gebelikteki hipertansiyonun en yaygin nedenidir.
Gestasyonel hipertansiyon preeklampsi ve eklampsi olarak iki asamali olarak

gorilmektedir.

4. Preeklampsi-Eklampsi: Preeklampsi daha 6nceden normotansif olan
kadinlarda yirminci gebelik haftasindan sonra gelisen hipertansiyon ve proteiniiri ile
gorilen tablodur (11). Eklampsi, gebeligin akut ve vyasami tehdit edici
komplikasyonlarindan biridir. Nobet genellikle siddetli eklampsi tablosunda tonik
klonik kasilmalarla aniden ortaya ¢ikar; arkasindan koma gorlebilir. Ayrica
hipertansiyon oykist olmaksizin  aniden eklampsi krizine giren gebeler de
bildirilmistir.

Preeklampsi ve eklampsi gebeligin yirminci haftasindan sonra gorlebildigi
gibi dogumdan sonraki dort hafta icinde de karsimiza ¢ikabilir. En riskli donem
dogumu takip eden ilk 15 glindir. Eklamptik nobetlerin %38'’i gebelikte, %18’i dogum

esnasinda ve %44’ dogumdan sonra ortaya ¢ikmaktadir (12,13).

Preeklampsi ve Eklampsinin Klinik Siniflamasi ve Klinik Tanisi

Gebeligin yirminci haftasindan sonra ortaya ¢ikan, hipertansiyon, ddem ve
proteiniri ile karakterize olan preeklampsinin klinik siniflamasinda baslica ti¢ durum

bulunmaktadir.

e Hafif Preeklampsi: Kan basincinin sistolik 140 mmHg'nin (zerinde ve
diastolik kan basincinin 90 mmHg’'nin lzerinde bulunmasi s6z konusudur. Hastaligin
tanisi alti saat aralikla iki 6lcimde ayni degerlerin elde edilmesi ile konulur.
Bobreklerdeki patolojik degisikliklere bagh olarak proteiniiri vardir, idrar miktarinda

azalmayla birlikte klinik olarak 6dem baslamis ve hasta fazla kilo almistir.



o Siddetli Preeklampsi: Kan basinci degerleri sistolik 160 mmHg’'nin, diastolik
110 mmHg’'nin Gzerindedir. Masif proteiniri ve yaygin 6dem vardir. Artan 6dem
nedeniyle hasta, asiri kilo aldigini, ylziklerini ¢ikaramadigini, ayakkabilarini
giyemedigini anlatir. Hasta biling bulanikligindan s6z edebilir, bazen genel durum
bozuklugu, konflizyon hastanin yakinlari tarafindan anlasilir. Tabloya bulanti ve
kusmalar da eslik edebilir. Klinik durumun agirlasmasi sonucu eklamptik nébetler
ortaya cikar (12).

Preeklampsi erken devrede saptanip tedavi edilmedigi takdirde ilerler.
Preeklampsinin ilerledigini gosteren belirtiler merkezi sinir sistemi ile iligkili olup
bunlar bas dénmesi, bas agrisi, huzursuzluk, endise, bulanti, kusma ve gérme

bozukluklaridir. Eklampside ise konviizyon ve koma gorulir (14).

Preeklampside tani kriterleri: Preeklampsi hafif preeklampsiden eklampsiye

dogru ilerleyen bir siirectir.

A. Hafif Preeklampside Tani Kriterleri

. Sistolik kan basincinin 140 mmHg ve Uzeri, diastolik kan basincinin 90 mmHg

ve Uzeri degerlerde olmasi ve ortalama arteriyel basincinda 20 mmHg artis olmasi.

° 24 saatlik idrarda proteinirinin 0.3 g’dan fazla olmasi.
. Odem olmasi.

° Geici ya da hafif siddette bas agrisi gérilmesi.

° Gegici irritabilite.

B. Siddetli Preeklampsi Tani Kriterleri

° istirahat halinde en az alti saat arayla iki kez dlgiilen kan basinci degerinin
sistolik 160 mmHg veya diastolik kan basincinin 110 mmHg olmasi.

° 24 saatlik idrarda 5 g’dan fazla proteiniri olmasi.

° 24 saatlik idrar cikisinin 400 mL’den az olmasi veya serum kreatinin seviyesinin
1- 2 mg/dLl’den ylisek olmasi (oligtiri).

° Bas agrisinin sirekli ve ciddi olmasi.



° Bulanik/ fotofobi gibi gérme problemlerinin olmasi.
. Epigastrik veya sag Ust kadranda agri olmasi.

. Karaciger fonksiyonlarinda bozulma.

° Trombositopeni olmasi (15).

Preeklampsinin Onlenmesi ve Yonetimi: Ginimiizde, gebeligin erken
déneminde riskleri glivenilir sekilde saptayabilecek tarama testlerinin ve
preeklampsiyi dnlemeye yonelik kanita dayali kesin stratejilerin bulunmamasi etkin

preeklampsi yonetimini kisitlamaktadir (16).

Preeklampside Tedavi Segenekleri: Preeklampsinin fizyopatolojisi tam olarak
bilinmediginden etkili bir tedavi ydontemi bulunmamakta olup kesin tedavi yontemi
dogumdur. Oncelikli hedef gebenin giivenliginin saglanmasidir (17,18).

Preeklampside tedavi yaklasimlari; aktivitelerin kisitlanmasi, yeterli diyetin
saglanmasi, fetlis hareketlerinin kontroli ve magnezyum silfat tedavisini

icermektedir (19).
2.2.Metabolomik Analizler

Gunlimuiz teknolojileri ile genomik, proteomik, transkriptomik ve
metabolomik (omiks) analizlerle hastaliklarin mekanizmasi aciklanabilir, erken
tanisini konulur, hastaliklarin etiyolojik stregleri hakkinda bilgi edinilebilir ve kisiye
0zgl tedaviler uygulanabilmektedir. Bu yontemler spesifik bozukluklarin énemli
biyolojik proseslerinin de belirlenmesine olanak saglamaktadir (Sekil 2.1) (20,21).

Omik teknolojilerin en yenisi metabolomik analizlerdir. Metabolomik,
biyolojik bir sistemdeki tim metabolitlerin genis capli analizi oldugundan sistemdeki
daha dislik molekiler agirlikh analitlerin (<1800 Da) nicel degerlendirmesini ortaya
koydugundan transkriptomik ve proteomik analizleri tamamlayici niteliktedir. Bir
hastallk olusum mekanizmasinin aydinlatilmasinda genom veya proteom
¢alismalarinin yeterli olmadigi, metabolomik calismalari da iceren degerlendirmelerin

daha dogru sonuclar verdigi gortlmustir (22).
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Sekil 2.1. Genomdan proteoma hiicre igerisinde ilgili molekdllerin sayilari (20).

Asagida omik ¢alismalarda kullanilan bazi kavramlara yer verilmistir:

Genom: Bir organizmanin kromozomlarinda bulunan genetik bilginin
bltinlni ifade eder. Genomik; bir canhinin bitln yapisal ve islevsel fonksiyonlarini
kodlayan tiim genlerini birer birer tanimlayarak s6z konusu genlerin etkilesimlerini ve
cevre ile iletisimlerini, zaman, yer ve miktar olarak Uretim ve aktivasyonlarinin

kontrolini bitlinsel olarak inceleyen bir bilim dahdir (23).

Transkriptom: Belli bir zamanda bir hiicre veya dokudaki gen transkriptlerinin
(RNA) tuminid ifade eder. Transkriptomik; hiicre genomundan transkripsiyonla

olusan mRNA transkriptlerinin es zamanl incelenmesidir (24).

Proteom: Bir organizmanin sahip oldugu tim proteinlerdir. Proteomik; bu
proteinlerin yapilarini, miktarlarini, gevrim sonrasi degisimleri, doku ve hiicrelerdeki

islevlerini, diger proteinlerle ve makro molekiillerle olan etkilesimini aydinlatir (25).

Metabolom: Bir hiicre veya canli icerisindeki kiiclik molekiilli metabolitlerin

tamamini ifade eder.

Metabolit: Biyokimyasal reaksiyonlarda ara urin olarak yer alan ve hiicre

icerisinde gerceklesen bircok metabolik yolakta bulunan ya da ortaya cikabilen



kimyasal molekullerdir. Molekil agirliklari 50-1500 Dalton arasindaki bu kiguk
molekillerden bazilari, peptitler, oligonikleotidler, nikleozitler, ketonlar, aminler,
aldehitler, amino asitler, lipitler, karbonhidratlar, organik asitler, steroitler ve

alkaloitlerdir (26).

Metabolomik: Dokularda, hicrelerde ve fizyolojik sivilarda ortaya ¢ikan
metabolitlerin miktar ve degisimlerinin analitik yontemlerle es zamanli, kapsaml ve

sistematik olarak belirlenmesidir.

Metabolomik profilleme: Bir biyokimyasal sirecteki metabolitlerin hepsi ya
da bir grubunun nicel analizini olarak tanimlanmaktadir. Bu analiz sinirli sayidaki

metabolitlerin analizini igerir.

Metabolik parmak izi: Belirli bir numune igindeki metabolit grubunun toplam

analizidir ve bireysel bilgiler iceren bu analiz sonrasi olusan tablonun adina denir.

Metabolik ayak izi: Hicreler tarafindan metabolit atilimi veya aliminin bir
yansimasi olarak hiicre kiltir ortaminda, hiicre disi metabolitlerin ‘metabolik ayak izi
analizi’ seklinde tanimlanmistir (27-29).

Metabolik analiz, hedeflenmemis ve hedeflenmis olarak siniflandirilir.
Hedeflenen yaklasim, bir enzimin substratlari, bir proteinin dogrudan Grlinleri, belirli
bir bilesik sinifi gibi secilmis metabolitlerin (veya metabolit siniflarinin) tanimlanmasi
ve miktarlarinin belirlenmesine odaklanir. Hedeflenmemis analizde ise miktar tayini
yapilmaksizin  numunede vyer alan bltin metabolit analizlerin dlgimu
gerceklestirilebilir (30).

Metabolitlerin hedeflenen analizleri icin gaz ve sivi kromatografisi gibi
kromatografik yontemler ile diger ayirma tekniklerinden kapiler elektroferezin kiitle
spektrometrisi ile birlikte kullanildigi  kombine sistemler kullanilabilirken
hedeflenmemis analizler icin nikleer manyetik rezonans spektroskopisinin de
kullanildigi calismalar bulunmaktadir (31).

Metabolitler ile yapilan arastirmalar ile kisiye ya da hastaliga 6zgi tedavi

yontemleri belirlenebilmektedir. Son yillarda metabolomik analizler ile 6zellikle gesitli



kanser hastaliklarinin tanisi ve tedavisi amaciyla farklilasan metabolitlerin
belirlendigi; belirlenen metabolitlerin biyobelirte¢ olarak onerildigi ve klinikte
kullanilmakta oldugu gorilmektedir. Biyobelirtecler viicut sivilarinda belirlenen
spesifik bir stireci veya hastaligi belirten maddeler oldugundan; bu ¢alismalarin insan

sagligina katkilari buyik 6nem tasimaktadir (32-33).
2.3. Metabolitler

Bu tez calismasinda, preeklampsinin erken teshisinde kaynaklarda rastlanan
ve Onerilmesi planlanan 2-hidroksi butirik asit, piroglutamik asit, glutamik asit, 4-
hidroksi L-glutamik asit, N-asetil L- glutamik asit ve N- karbamil L-glutamik asit

metabolitleri hedeflenmistir.
2.3.1. 2-hidroksi biitirik asit (2-HB)

2-HB, a-ketobdtirattan tiretilen bir organik asittir. 2-HB'nin IUPAC tarafindan
yapilan adlandiriimasi, molekil formili ve yapisi, molekil agirlhigr ve bazi fiziksel
Ozellikleri Tablo 2.1’de gosterilmistir.

2-HB, treonin katabolize eden veya glutatyon sentezleyen memeli karaciger
dokulari icinde olusur. Oksidatif strese ya da detoksifikasyona ugrayan karacigerdeki
ksenobiyotikler, glutatyon sentezininin ciddi derecede artmasina neden olabilir.
insiilin direnci, oksidatif stres nedeniyle ortaya cikan bozulmus glukoz toleransi ve
lipid oksidasyonunun arttigi durumlar igin 2-HB erken bir biyobelirtectir. Laktik
asidozu ve keto asidozu olan hastalarinin idrarinda goérilir. Enerji metabolizmasinin

yetersiz oldugu durumlarda viicuttaki derisimi artar (34).
2.3.2. Piroglutamik asit (PGA)

PGA, L-glutamik asidin halkal bir tirevidir. Glutamik asidin serbest amino
grubunun bir laktam olusturmak lizere siklize oldugu nadir bir amino asit tilirevidir.
Glutamat, glutamin ve gama-glutamillenmis peptitlerden enzimatik olmayan bir
sekilde olusturulur, ancak gama-glutamil siklotransferazin bir L-amino asit tGzerindeki

etkisiyle de uretilebilir. Sekil 2.2’de N-terminal glutaminden piroglutamik asit



olusumu gosterilmektedir. PGA'nin yiiksek kan seviyeleri, glutamin veya glutatyon

metabolizmasi sorunlariile iliskili olabilir (35).

PGA’ nin IUPAC tarafindan yapilan adlandirilmasi, molekul formuli ve yapisi,

molekil agirhgr ve bazi fiziksel 6zellikleri Tablo 2.1’de gosterilmistir.

@) O
H
>\/ - NHs

O

Sekil 2.2. N-terminal glutaminden piroglutamik asit olusumu.

2.3.3. Glutamik asit (GA)

Glutamat, glutamik asidin anyonudur ve nérotransmitter olarak tim uyarici
fonksiyonlarda gorev alir (36). Sinaptik plastisitedeki rolii sebebiyle glutamat
ogrenme ve hafiza gibi bilissel islevlerde de gorev alr. Sekil 2.3'de glutamat
biyosentezine yer verilmistir (37).

GA’nin IUPAC tarafindan yapilan adlandirilmasi, molekiil formili ve yapisi,

molekdl agirligi ve bazi fiziksel 6zellikleri Tablo 2.1’de gosterilmistir.
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2 molekiil indirgenmis 2 molekdl yikseltgenmis
ferrodoksin + 2H*+L-glutamin ferrodoksin

2-oksoglutarat

biyosentezi

NADPH+H*+
L-glutamin

NADP*

O CO0O O COO
\li(‘ I.J.I.I.‘J
: L 3 !
+
EC l.-l,l,l.l-l\ NH,
COO NADH + H' NAD* CoO
2-oksoglutarat 2 molekdl
0O COO L-glutamat

un ATP + NH,

+
NH,
ADP + P,
CONH,

Sekil 2.3. Glutamik asit biyosentezi (37).

Aminoasitlerden transaminasyon reaksiyonu ile azotun uzaklastiriimasi
dongisiinde, glutamat dehidrojenaz reaksiyonu yer almaktadir (Sekil 2.4). Amin
grubunun tek bir aminoaside yonlendirilmesi transaminasyon reaksiyonu ile
gerceklesir. Cift substratlh ve ¢ift yonli olan bu reaksiyona bir aminoasit ve a-keto asit
katilmasiyla aminoaside ait amin grubu a-keto aside aktarilir boylece GA ile bir a-keto

asit olusur. Transaminasyon GA olusumu ile sonlanir (38).

a-ketoglutarik o-amino asit
NH. \ /

Transaminaz
Glutamat

dehidrojenaz

Glutamik asit a-keto asit

Sekil 2.4. Glutamik asit dehidrojenaz tepkimesi (38).
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2.3.4. 4-hidroksi L- glutamik asit (4-OHGA)

4-OHGA, GA ve tirevleri olarak bilinen organik bilesikler sinifina aittir. GA ve
turevleri, amino grubu veya karboksi grubundaki GA reaksiyonundan veya glisinin
herhangi bir hidrojeninin bir heteroatom ile yer degistirmesinden olusmaktadir (39).

insanlarda 4-OHGA, arginin, glisin amidinotransferaz eksikligi (agat eksikligi)
yolu adi verilen metabolik bozuklukta rol oynar. 4-OHGA, birincil bir metabolittir.
Birincil metabolitler, metabolik veya fizyolojik olarak gerekli metabolitlerdir. Bir
organizmanin biylmesine, gelismesine veya iremesine dogrudan katilirlar (35).

4-OHGA’nin IUPAC tarafindan yapilan adlandiriimasi, molekil formala ve

yapisi, molekil agirhg ve bazi fiziksel 6zellikleri Tablo 2.1'de gosterilmistir.
2.3.5. N-asetil-L-glutamik asit (NAGA)

NAGA, N-agil-alfa amino asitler olarak bilinen organik bilesikler sinifina aittir.
N-acil-alfa amino asitler, terminal nitrojen atomunda bir agil grubu tasiyan bir alfa
amino asit iceren bilesiklerdir. NAGA, proteinojenik alfa amino asit L-glutaminin
biyolojik olarak temin edilebilen N-terminal baslikli bir seklidir. N-asetil amino asitler,
spesifik N-asetil transferazlarin dogrudan sentezi yoluyla veya N-asetillenmis
proteinlerin spesifik hidrolazlar tarafindan proteolitik bozunmasi yoluyla Uretilebilir
(40).

NAGA’'nin IUPAC tarafindan yapilan adlandiriimasi, molekil formuli ve yapisi,

molekdl agirligi ve bazi fiziksel 6zellikleri Tablo 2.1’de gosterilmistir.
2.3.6. N-karbamil-L-glutamik asit (NCGA)

NCGA, karglumik asit olarak da adlandirilir, GA ve tirevleri olarak bilinen
organik bilesikler sinifina aittir. Giinlik NCGA dozu 100 ila 250 mg/kg arasinda olup
bu miktar plazma amonyak seviyelerini korumaktadir. Bu enzim, kanda norotoksik
amonyum birikmesini 6nlemek i¢in Gre dongusiiniin 6nemli bir bilesenidir (35,41).

NCGA’nin IUPAC tarafindan yapilan adlandirilmasi, molekil formli ve yapisi,

molekil agirligi ve bazi fiziksel 6zellikleri Tablo 2.1’de gosterilmistir.



12

. pioe oloipauejuad
s on (oulwejAoweque))
s - 161 69T | ,1)0T | 9€‘€ | ¥ST'06T | SOCNOTHD -2-(s?) VOON
\ﬁ p1oe s1ouejuasdoxo
I -5-ouluie
’ ’ L6T 6'1C YYLT | 290T | 9L'€ 8T88T | YOINTTHLD | -S-Oplwelddy-z-(Sz) VOVN
..n.,,J_\m/\m/_._\\:... piloe
& e d101pauejuadAxolpAy
- G95 T0YT | 0T | 89T €T°€9T SONGHSD -p-oulwy-z-(4v'Se) VOHO-¥
J\r\/q p1oe
° ° d101paueluadoulwy
S8t 8'L6 L8'ET | ()01 ST'C ET'LYT "ON°H*D -z-(s) V9
Izw ,v pioe o1jAxoqJed
- o - 16T 9STT | 90T 19°¢ TT'6¢CT EONEHD -G-auopl|oliAd-z-(-) v9d
_Iu/\./..jox p1oe sjoueingAxolpAH
0T'vy 00'v8Y 866 | S00| 66t 0T‘v0T E08HD -2-(9) aH-T
(.) (w/3w) (-low 8)
Isepjou | ngnpnunzed | (;v) uagdsp | (1/3) 181nge ninwJoy
isideA jmj3joNI awug pjepns | uoAsezuejod | d Soq eyd | mdoN 1jede)] 1pe Jvdnl | 433ppeiN

"LI3PYII19ZQ J3|NY3joW ULIBM|0geIBIN “T°Z Ojqel




13

2.4. Segilen Metabolitlerin Gaz Kromatografisi (GC) ile Analizleri

Tez kapsaminda preeklampsinin tanisi icin kaynaklarda onerilmekte olan
metabolitlerden segilmis olan alti metabolitin GC ile yapilan analizleri

incelenmistir(Tablo 2.2).
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2.5. Kromatogtafi (54-58)

Kromatografi ilk olarak 1906’da Rus botanikgisi Mikhail Tswett tarafindan
bitki pigmentlerinin (klorofil) ayriminda kullanilmasindan bu yana biyokimyasal
molekillerin  tanimlanmasinda ve o&l¢imiinde glg¢li bir teknik olarak
kullanilmaktadir.

Kromatografi, bir karisimdaki bilesenlerin sabit fazda, sabit fazin arasindan
ve Uzerinden gecmekte olan hareketli faz ile farkli hizlarda siriiklenmeleri
sonucunda birbirlerinden ayrilmasidir. Kullanilan kromatografik teknige bagh
olarak maddeler sabit faz ile kimyasal veya fiziksel 6zelliklerine gére daha fazla
veya daha az etkilesirler. Aradaki bu fark sayesinde maddeler birbirleri ile

ayristirilir ve analiz edilir.

2.5.1. Kromatografi Tirleri

Kromatografi, faz tiplerine ve ayrilma mekanizmasina ve uygulama

bicimine gore siniflandirilabilmektedir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3: Kromatografik yontemlerin siniflandiriimasi.

4 N Y4 N

Ayirma
mekanizmasina
Faz tiplerine gore gore Uygulama
. bicimine gére
*S'V' *Adsorpsiyon
G"aZ N *Dagilma *Diizlemsel

*Stiper Kritik (Partisyon) *Kolon
Akigkan *jiyon degisimi

*jyon cifti olusumu
*Molekiler eleme

\ / \*Afﬁnite / \ /
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Kromatogram

Kromatografik sistemde ayrilan maddeyi algilayan uygun bir dedektor
cevabinin zamana karsi grafige gegcirilmesi ile kromatogram olusturulur (Sekil 2.5).
Kromatogramda her bir madde igin farkl bir pik elde edilir. Elde edilen pikin
olusma zamani ile nitel analiz yani maddenin ne oldugu bulunurken, pik alaninin

hesaplanmasi ile de nicel analiz yani madde miktari bulunur.
2.5.2. Kromatografik Parametreler
Allkonma Zamani

Hareketli faz icerisinde sireklenen, analite ait bilesenlerin sabit faz ile
etkilesime girmesi, belirli oranda tutulmasi, yavaslatilmasi ve bu sayede kolonu
daha geg terk etmesi olayidir. Belirli analitik kosullar altinda, alikonma zamani (tr)
her kimyasal madde icin parmak izi niteligi tasimaktadir. Alikonma zamani,
maddenin kolon ile etkilesimi sonucunda belirlenir ve kullanilan yénteme paralel
olarak maddenin kimyasal 6zellikleriyle ilgilidir. Hareketli fazin alikonma zamanina

ise 6li zaman (to) denir.

- e

Sinyal

Zaman
Sekil 2.5. Tek bir maddeye ait 61t zaman(to) ve alikonma zamani (tg).
Allkonma Hacmi

Bir maddenin enjeksiyonunu takiben sabit fazdan ayrilmasinda gerekli olan
hareketli fazin hacmi, alikonma hacmi (Vgr) olarak adlandirilir. Alikonma hacmi

hacimsel akis hizi (F) ve aikonma zamani kullanilarak hesaplanabilir (Esitlik 2.1).
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Vg = trF (Esitlik 2.1)

Dagihim katsayisi (K) ile Vr arasindaki iliski; kolondaki hareketli faz hacmi

(Vm) ve sabit faz hacmi (Vs ) olmak lizere Esitlik 2.2 ile gosterilir.

Vr=Vm + KVs (E§it|ik 2.2)

K degeri ise Esitlik 2.3 ile hesaplanir.
K = sabit fazdaki madde derisimi (Cs) / hareketli fazdaki madde derisimi (Cwm)
(Esitlik 2.3)

Kapasite Faktorii

Denge esnasinda analitin sabit ve hareketli faz arasindaki dagilimini ifade
eden orana kapasite faktori (k') denir. Kapasite faktorl sabit veya hareketli fazin

bilesimlerinin degismesi ile degisir. Kapasite faktori asagidaki esitlikle hesaplanir.

k'=(tr-t0)/to (Esitlik 2.4)

Ayrica k', Esitlik 2.5 ile de tanimlanabilir.

k'=KxVs/Vm (Esitlik 2.5)

Kapasite faktorl her madde icin 6zglin bir deger oldugundan nitel analizde
kullanilan 6nemli bir parametredir. Bu deger 1’den kii¢lik oldugunda madde
kolonu hizla terk eder ve alikonma zamani azalirken; 10’dan biyik oldugunda
madde kolonda uzun siire kalmaktadir. Bir analizde kapasite faktoriiniin 1 ila 5
araliginda olmasi istenir. Kapasite faktoriini istenen araliga getirmek igin hareketli
fazin bilesenleri degistirilebilir. k’= 0 oldugunda ise kromatografik bir ayirrmdan

bahsedilemez.
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Segicilik

Secicilik (a), kromatografik ayinmdaki maddelerin kapasite faktorlerinin

orani olarak ifade edilir. Asagidaki esitlikle hesaplanir.

a=k'2/k'1=(tra-to)/(tr1-to) (Esitlik 2.6)

o degeri 1’e esit oldugu durumda iki maddenin ayirimi gergeklesemez.

Kromatografik bir ayirimin saglanabilmesi igin a degeri 1’den buiyik olmalidir.

Kolon Etkinligi

Kolon etkinligi, esdeger teorik tabaka sayisi (N) ile tanimlanir ve Esitlik 2.7
veya 2.8 ile hesaplanir (w: pik ylksekliginin % 10’nundaki pik taban genisligi, w1/2:

pik yiksekliginin yarisindaki pik taban genisligi).

N=16(tr /W )2 (Esitlik 2.7)

N = 5,54 (tr/w1/2)? (Esitlik 2.8)

Kolon etkinligi, kolon uzunlugunun (L) esdeger tabaka ylksekligine (H)

bolliinmesi ile de hesaplanabilir.

N = L/H (Esitlik 2.9)

Kromatografik kolonda ayirim, Van Deemter Esitligi ile ifade edilmektedir.
(Esitlik 2.10). Bu esitlikte H; teorik tabaka yiiksekligini (cm), A; coklu akis yollari ve
Eddy diflizyonunu, B; boyuna diflizyonu, C; fazlar arasindaki kiitle aktarimini ve u;
cizgisel hizi gostermektedir. Sekil 2.6’da yer alan Van Deemter egrisinden H ne

kadar kiglk olursa kolon veriminin o kadar yliksek oldugu gorilmektedir.
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H=A+B/u+Cu (Esitlik 2.10)

H (cm) i

i

i -

i _ - -

\\ - - Cu

Minimum H -----..“:‘..:..- -
|\ A
>‘<: Blu

Ideal hiz Cizgisel akis hizi u (cmis)

Sekil 2.6. Van Deemter egrisi.

Ayiricihk

Ayiricilik (Rs) hem ¢ozici hem de kolon etkinliginin ortak bir ifadesidir.
Kromatografik ayiricilik Esitlik 2.11 (tri: 1‘inci madde i¢in alikonma zamani, tga:
2’inci madde igin alikonma zamani,wi: 1‘inci maddeye ait ellisyon pik yiksekliginin
% 10’nundaki pik taban genisligi,w.: 2’inci maddeye ait ellisyon pik yiksekliginin %
10'nundaki pik taban genisligi) yardimiyla hesaplanmakta olup bu esitlikte yer alan

parametreler Sekil 2.7’de gosterilmistir.

Rs=2x(tra-tr1)/(W1+w2) (Esitlik 2.11)
el
te ‘u k. I
d | |
| 1
| |
| |
! |
! I
tw, tw,

Sekil 2.7. Kromatografik ayiricilik
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iki pikin birbirinden tamamen ayirilabilmesi icin Rs>1.5 olmalidir. Kapasite
faktora (k'), segicilik (o) ve kolon etkinliginin (N) ayiriciiga etkisi Esitlik 2.12 ile

verilir.
R=[a-1/a][k'/k'+1]xVNX % (Esitlik 2.12)

Esitlik 2.12’e gobre segiciligin artmasi ile ayirncihgin  da artmasi
beklenmektedir. Ancak segicilik degerinin belli bir noktaya gelmesinden sonra
toplam ayiricilikta iyilesme olmadan piklerin alikonma sirelerinde farkliliklar
olabilir. Sekil 2.8’de segiciligin ve kapasite faktortinin ayiricilik Gzerine olan etkisi

gosterilmektedir.

(1) / k' /(1+k)
10
o8 |
06
0.4
02
12 14 16 18 2 ° a ; ; ‘_; -; 10
Secicilik (o) Kapasite faktori (k')
() (b)

Sekil 2.8. Seciciligin ve kapasite faktoriintin ayiriciliga etkisi.

Pik Simetrisi

Analitin hareketli fazdaki denge derisiminin (Cm) sabit fazdaki denge
derisimine (Cs) karsi grafige gecirilmesiyle bir dizi izoterm elde edilir. A gizgisi
dogrusal bir izoterm olup egimi hesaplanarak dagilim katsayisi elde edilir. K degeri
bitiin Cm degerlerinde sabit oldugundan simetrik bir ellisyon piki olusur (Sekil

2.9).
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Sabit K

n
Sinyal

J Gauss (a)

Can Zaman

o g wﬂma(b)

=y Azalan K
Cn | Zaman

c,| Atk j%‘ /\t‘m kuyruklanma (c)
Ca Zaman

Sekil 2.9. Eliisyon izotermleri ve pik sekilleri.

Pik simetrisi, Esitlik 2.14’e gore pik asimetri orani hesaplanarak belirlenir

(Sekil 2.10).

Pik asimetri orani (PAO)=CB/CA (Esitlik 2.14)

PAD=CB / CA
Dedektor

Cevali

_} Pik yiiksekliginin %10°u

Hacim ve Zaman

Sekil 2.10. Pik asimetri oraninin hesaplanmasi.

lyi bir kromatografik ayirim icin PAO degeri 1,00-1,25 araliginda olmahdir
(48). Pikin simetrik oldugu durumda (Gauss egrisi) PAO=1 olur. (Sekil 2.9.a).
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Molekdiller arasi kuvvetlerin maddeyi sabit faz lizerinde tutmasiyla i¢ biikey
bir izoterm ve bunun sonucunda egride pik kuyruklanmasi olusur ve PAO degeri
1’den bliylk bulunur (Sekil 2.9.b).

Eger kolondaki madde miktari fazla ise sabit fazdaki maddeler arasi
etkilesimler madde ile ¢oziicl arasindaki etkilesimlere gore daha fazla olur ve K
degeri artarak dogrusal olmayan bir izoterm ve pikte 6n kuyruklanma olusur ve

PAO degeri 1’den kuglik bulunur (Sekil 2.9.c).
2.6. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi (GC-MS)

Gaz kromatografisi-kitle spektroskopisi (GC-MS) kimyasal karisimlarini
analiz etmede tek bir yontem olusturmak igin iki glgli analitik cihazin
birlestiriimesiyle elde edilen kombine bir sistemdir. Gaz kromatografisi ile bir
karisim bilesenlerine ayirilir, kiitle spektroskopisi ile her bir bilesen ayri ayri

karakterize edilir. GC-MS ile hem nitel hem de nicel analizler gergeklestirilebilir.
Tarihge

Gaz-kati kromatografisi lizerine ¢alisan ¢ok sayida arastirmacidan biri olan
Alman Gerhard Damkohler (1908-1944), GC'nin temel prensiplerini ilk ortaya
koyan kisidir (59). Teknolojinin gelismesi bilimsel cihaz endistrisinin dogmasina
yol acmistir. Bu yillarda ingiliz ve Amerikan firmalari askeri gereksinimleri
karsilamak Gzere yliksek hassasiyette GC cihazlari yapmislardir (60). GC’'nin 6nemi
1958’de kapiler kolonlarin Golay tarafindan kullaniimasiyla artmistir (61). 1976’da
Zerenner ve Dandeneau’nun ergitilmis silika kapiler kolonu bulmasi GC’'nin
gelisiminde buyik bir adim olarak kabul edilmektedir (62).

Kitle spektroskopisinin tarihcesinde Eugen Goldstein 1886’da pozitif
iyonlari kesfetmis; Wilhelm Wien glicli elektrik veya manyetik alanin isinlari
saptirdigini bulmus ve 1899'da elektrik ve manyetik alanlarin birbirine dik oldugu
bir cihaz olusturmustur. Bu alanlar pozitif isinlarin birbirlerinden kiitle/yik oranina
(m/z) gbére ayrilmasini saglamakta idi. ingiliz bilimci J.J. Thomson Wien ise dusiik

basing altinda calisarak kiitle spektrometresini olusturmustur (63,64).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Eugen_Goldstein
https://tr.wikipedia.org/wiki/Wilhelm_Wien
https://tr.wikipedia.org/wiki/J._J._Thomson
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1940'larda kitle spektroskopisi petrol endlstrisindeki kimyagerler
tarafindan islem akislarindaki kiglk hidrokarbonlarin bollugunu o6lgmek icin
kullanihyordu. 1960'larda bilim insanlari sistemin kompleks molekdilleri nasil
parcalandigini ve uygulama araligini anlamaya baslamisti (65). ilk kez GC-MS
cihazinin tanitimi 1958'de gerceklesmis (66) olup 1968’de ilk veri isleme
gerceklestirilmistir (67). ilk kapiler kolona sahip ticari GC-MS cihazi 1975’de
tanitilmis ve ergitilmis silika kapiler kolonlarin kullanimina 1981’de baslanmistir

(68).
2.6.1. Gaz Kromatografisi (44,69,70)

Gaz kromatografisi, bir karisimda bilunan gazlari veya isitilinca
bozunmadan kolayca gaz (buhar) haline gelebilen maddeleri ayirmak, belirlemek
ve tayin etmek igin kullanilir. Bu sistemde ayirim, gazlar karisiminin tasiyici bir gazla
sabit faz Gizerinden gegirilmesiyle gerceklestirilir. Tasiyici gazlar He, Ne, Hz ve N;
gibi inert ozellikte olup karisimdaki bilesenler ile etkilesime girmez.

Gaz kromatografisi kullanilan sabit fazin 6zelliklerine gore ikiye ayrilir:

1)Gaz-sivi kromatografisi (GLC)

2)Gaz-kati kromatografisi (GSC)

Gaz Kromatografi Cihazi

Gaz kromatografi cihazinin sematik olarak gosterimi Sekil 2.11’de
verilmistir. Numune ya gazlar karisimi veya kolay buharlasan sivilar karisimidir. Bu
nedenle numune cihaza bir enjektor ile verilir. Numunenin enjeksiyonu, silikon
lastiginden (sicaga ¢ok dayanikli) yapilmis bir tipadan, dogrudan tibiler kolonun
girisine yapilir. Numune sivi ise birden buharlasma olur ve buharlar tasiyici gaz

vasitasiyla kolona tasinir.



Gaz akis kontroli ‘
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Elektriksel sinyal

Xolon finm

Veri analizi ]

Sekil 2.11. Gaz kromatografisi cihazinin temel kisimlari.

Tastyic1 Gaz

Gaz kromatografisinde tasiyici gaz olarak en ¢ok helyum (He), hidrojen (Hz)

ve azot (N2) kullanilir.

Dogru ve glivenilir bir analiz igin gazlarin lineer akis hizlari da 6nemlidir. Sekil

2.12’te, minimum tabaka yuksekliginde verimliligi en yiiksek gazin N; oldugu;

ancak dogrusal hizinin artisi ile H degerinin dustigl gorilmektedir. Daha genis

dogrusal hiz araliginda olan H; gazi patlayici olmasi ve doymamis organik bilesikleri

indirgemesinden dolayi secilmemektedir. Bu nedenlerle en ¢ok kullanilan tasiyici

gaz He gazidir.
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1.2 - N,
1.0 -
H(mm) 0.8 —
0.6
0.4 - H

0.2

0.0 T T l T T l T T ]
0 10 20 30 40 50 60 70 80 9

Ortalama dogrusal hiz (cm/s)
Sekil 2.12. Tasiyici gazlarin Van Deemter egrileri.

Yarigapi r, kapasite faktori k' olan bir kolonun hareketli fazdaki kitle
transfer hizini etkileyen tek unsur, ¢oziinenin hareketli faz icindeki diffiizleme
katsayisidir. Tasiyici gazlarin difflizyon katsayisi buyiklikleri, N2 < He < H;
seklindedir.

ic capi dar olan kolonlarda gazin akis hizi ¢ok yavas olabilir. Boyle
durumlarda, kromatografik ayrim icin optimum akis hizi ve tasima gazi olarak en
iyi sonug veren gaz kullanilir. Tasiyici gazlarin safsizlik icermesi sabit fazi kirletir. Bu
nedenle bu gazlarin safliginin yiksek olmasi, icinde H,O ve Oz bulunmamasi
gerekir. Taslyici gaz genellikle 0,3 MPa altindaki basingta uygulanir. Dolgulu
kolonlarda akis hizi yaklasik olarak 20 mL/dk iken agik kapiler kolonda 1 mL/dk’dr.

Enjeksiyon Tiirleri

Numune girisi GC'de en kritik basamak olup numunenin kolona tek seferde
verilmesi ve analitin tamaminin detektére ulasmasi saglanmalidir. Bu slregte
bilesenlerin termal bozunmaya ugramasi ya da bilesenlerin sahip oldugu farkh
ucuculuk degerlerinden dolayr kromatografik ayirimin  saglanamamasi
engellenmelidir. Numunenin yavas verilmesi ile pik genislemesi olusabilir ve bu
durum ayirma giiclinde azalmaya neden olabilir.

En yaygin uygulanan enjeksiyon teknikleri;
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1) Bolmeli (split) Enjeksiyon

icerdigi biesenlerin her birinin kiitlesi, numune kiitlesinin %0,1’den biyik
(derisik) oldugu durumlarda bélmeli enjeksiyon tipi kullanilir. Numune, hiicreye bir
saniyeden daha kisa slirede enjekte edilir. Enjekte edilen bélgenin sicakligi yaklasik
350° C, numunenin hacmi 1 pL olmalidir. Bu hacimdeki numune buharlastigi zaman
hacmi yaklasik 0,5 mL olur. Bliylik oranda sivi olan numune buharlasmanin
gerceklestigi ve ‘liner’ olarak adlandirilan kisma enjekte edilir. Numune hizla
buharlagsma sonucunda taslyici gaz ile karisir ve hizli bir sekilde kolonun girisine

tasinirken numunenin biyuk bir bolima ¢ikistan atilir (Sekil 2.13).

Bolmeli Enjeksiyon

Septum
» Septum cikisi
imL/dk

Tasiyici gaz
girisi ¥
~# Bdlme cikisi 100 mL/dk
Isttilmig metal blok _ |
Buharlastirma
balumu

Liner

Kolon

Sekil 2.13.B6Imeli enjeksiyon blogu.
2) Bolmesiz (splitless) Enjeksiyon

Bolmeli enjeksiyon, numune kitlesinin en ¢ok %0,01’ i kadar olan bilesenlerin
kromatogramlarini almada ve nicel tayinlerini yapmada kullanilir. Bu enjeksiyon
tirinde boélmeli enjeksiyonda oldugu gibi, bilesen buharlarini karistirma kismi

olmadigi gibi, gazlar karisimini iki kisma boélen basing ayarlama sistemi de yoktur.



29

Bolmesiz enjeksiyonda kolonun baslangi¢c sicakhigi énemli bir parametre olup

kullanilan ¢6ziiciniin kaynama noktasina baglidir (Sekil 2.14).

Bolmesiz Enjeksiyon

Septum
» Septum cikisi

imL/dk
Tasyic gaz =

girisi
Bolme vanas: acik

- 0 mL/dk
Isitilmis metal blok ,/
y Buharlastirma
Liner V @ boluma
%
| - Kolon
g
imL/dk

Sekil 2.14. Bolmesiz enjeksiyon blogu.
3) Dogrudan Kolona Enjeksiyon

Bu enjeksiyon tird, kaynama sicakhiginin Ustiinde cabuk bozunan

bilesenlerin nicel analizleri icin kullanilr.
GC’de Kullanilan Kolonlar

GC’de kolon, sicaklik programlamasi yapilabilen firininin igine yerlestirilir.
Kromatografik analiz stiresince, firin sicakhgl genellikle sabit ve diizenli olarak
artar. Sonugcta, kaynama noktasi ve sabit fazla etkilesimlerin farki ile bilesenlerin
ayirimi gergeklestirilebilir.

Sabit fazin parcalanmasi sonucunda olusan bilesiklerin eliisyonu sebebiyle
kolon kanamasi gergeklesebilir, diisiik analit derisimlerde c¢alisiliyor ise girisimler
olusur, ayirimin tekrarlanabilirligi diiser ayrica kolon zarar goriir ve kullanilamaz

hale gelir. Sabit fazin kati destek materyal Uzerine baglanmasi ile bu durum
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engellenebilir. Kolon segiminde kolondaki sabit fazin aktifligi (polarite), kolonun ig
cap! ve kolondaki sabit fazin partikil biylkligu dikkate alinmahdir.
GC-MS uygulamalarinda iki tip kolon kullanilmaktadir. Bunlar dolgulu ve

kapiler kolonlar olup 6zellikleri Tablo 2.4’te karsilastiriimistir.

Tablo 2.4. GC'de kullanilan kolon tirleri: dolgu kolonlar ve kapiler kolonlar.

C — 2

Dolgu Kolon Kapiller Kolon

Sabit faz dogrudan kolon ile kaphdir. Kolonun i¢ duvari sabit faz ile kaphdir.
Hem Gaz-Kati hem de Gaz-Sivi Yalnizca Gaz-Sivi Kromatografisi igin
Kromatografisi igin gegerlidir. gecerlidir.

Sivi faz, dolgunun yizeyine ince bir tabaka Sivi faz, kapiler kolon duvari i¢ ylzeyini
halinde emdirilmistir. kaplar.

Dolgulu Kolonlar

ilk ticari cihazlar sadece dolgulu kolonlari kabul ettiginden, GC'nin tim ilk
¢alismalari dolgulu kolonlar lizerinde gergeklestirilmistir. Dolgulu kolonlar tipik
olarak paslanmaz celikten yapilir ve 0,64 veya 0,32 cm dis ¢capa ve 0,61-3,05 m
uzunluga sahiptir. Cam, nikel, florokarbon polimer (teflon) ve cam veya teflon ile
kaph celik gibi inert malzemeler de kullaniimistir. Dolgulu kolonlar kapiler

kolonlardan daha disik etkinlige sahiptir.
Kapiler Kolonlar

1959°da piyasaya slrilen kapiler kolonlar, 1980’e kadar popilerlik
kazanmamislardir. Kapiler kolonlar, ayirma maliyetinin daha ekonomik, ayirimin
hizli ve verimli olmasi nedeniyle, uygulamalarin %80'den fazlasinda

kullanilmaktadir. Kapiler kromatografik kolonlar, dolgu malzemesi ile
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doldurulmaz; bunun yerine, ince bir sivi faz filmi i¢c duvari kaplar. Tiip acik oldugu
icin akisa direnci ¢ok dustktir ve bu nedenle acgik kapiler kolon olarak adlandirilir.
Acik kapiler kolonlar; sabit fazin kolon ceperine farkh sekillerde uygulanmasi ile
olusan destek kaph agik kapiler (SCOT), ceperi kaph acik kapiler (WCOT) ve

gozenekli katmanli agik kapiler (PLOT) kolon olmak lzere li¢e ayrilmaktadir.

Destek Kapli Agik Kapiler (SCOT) Kolonlar

SCOT kolonlar 1963 yilinda Haldsz ve Horvath tarafindan tanitilmistir.
Kolonun i¢ ¢eperi destek materyali ile kapl olup lizerine sabit sivi faz yiklenmistir
(Sekil 2.15). SCOT kolonlar yiksek numune kapasitesine sahiptir ancak

verimlilikleri distktur.

Sivi faz

Sekil 2.15. Destek kaph acik tibiler kolon.

Ceperi Kaph Agik Kapiler (WCOT) Kolonlar

1957'de Golay, WCOT kolonlarin (verimlilikte 100 kat veya daha yliksek bir
artis) Gstunligini gostermis; ancak bu verimliligin pratikte gerceklesmesi ceyrek
asir sirmusttr. WCOT kolonlarinda duvar, 0.05-3 um film kalinhginda sabit faz
tabakasi ile dogrudan kaplanir. En sik kullanilan kolon tipidir. Tipik bir WCOT kolon
Sekil 2.16" da gosterilmektedir.
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IDs 100, 250, Silika kapli
320 ve 530 pm kolon duvari

Sivi faz
0.2-5 um

Sekil 2.16. Ceperi kaph agik kapiler kolon.
Gozenekli Katmanh Agik Kapiler (PLOT) Kolonlar

ilk olarak 1950'lerin sonlarinda Golay tarafindan énerilen PLOT kolonlar
basariyla gelistirilmis ve ticarilestirilmistir. PLOT kolonlari, aliimina, molekiler
elekler veya Porapak gibi gbzenekli bir kati adsorban tabakasi icerir. PLOT kolonlari
1sik, sabit gazlar ve sabit gazlarin analizi i¢in ¢ok uygundur. PLOT bir kolonun tipik

yapisi Sekil 2.17'te gosterilmektedir.

Gozenekli kati
adsorban

Sekil 2.17. Gozenekli katmanl agik kapiler kolon.

Dedektorler (71)

Bilesenler kolondan ayrildiginda detektorle etkilesime girerler. Detektor,
bu etkilesimi veri sistemine gonderilen bir elektronik sinyale dénustulrir. Sinyalin

blydkligu, zamana karsi (enjeksiyon anindan itibaren) grafige dokilir ve bir
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kromatogram olusturulur. Kolondan g¢ikan numunenin yogunlagsmasini énlemek
icin dedektor sicakhgr yiiksek olmalidir.

Bazi dedektorler, kolondan ayrilan herhangi bir maddeye yanit verirken,
digerleri yalnizca belirli yapilara, islevsel gruplara veya atomlara sahip ¢dziinen
maddelere yanit verir.

Cogu dedektor, diizglin ¢alismasi igin bir veya daha fazla gaza ihtiyag duyar.
Yanma, reaktif, yardimci ve tamamlayici gazlar vardir. Bazi durumlarda, bir gaz
birden cok amaca hizmet edebilir. Dedektor gazinin tiri, dedektore baglidir ve GC
Ureticileri arasinda oldukga evrenseldir ancak her dedektor tiri igin akis oranlar
degisiklik gosterir. Bir dedektor icin optimum hassasiyeti, seciciligi ve dogrusal

araligl elde etmek icin 6nerilen akis hizlarini takip etmek énemlidir.
Alev iyonizasyon Dedektérii (FID):

Mekanizma: Bilesikler bir hidrojen-hava alevinde yakilir. Karbon iceren
bilesikler, kollektore cekilen iyonlari Uretir. Toplayiciya ¢arpan iyonlarin sayisi
Olglllr ve bir sinyal Uretilir.

Secicilik: C-H baglarina sahip bilesikler.
Nitrojen Fosfor Dedektorii (NPD):

Mekanizma: Bilesikler, hidrojen ve hava ile beslenen rubidyum boncugu
cevreleyen bir plazmada yakilir. Azot ve fosfor iceren bilesikler, kollektore cekilen
iyonlari Uretir. Toplayiciya ¢arpan iyonlarin sayisi Olgiliir ve bir sinyal Uretilir.

Secicilik: Azot ve fosfor iceren bilesikler.
Elektron Yakalama Dedektorii (ECD):

Mekanizma: Elektronlar, dedektér hiicresini kaplayan ©3Ni folyodan
saglanir. Hicrede bir akim Uretilir. Elektroaktif bilesikler elektronlari yakalar ve
akimda bir azalmaya neden olur. Akim kaybinin miktari dolayl olarak élcliir ve bir
sinyal olusturulur.

Secicilik: Halojenler, nitratlar ve konjuge karboniller.
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Termal iletkenlik Dedektorii (TCD):

Mekanizma: Bir dedektor hiicresi, uygulanan bir akimla isitilmis bir filaman
icerir. Cozlinen maddeler iceren taslyici gaz hiicreden gecerken, filaman akiminda
bir degisiklik meydana gelir. Mevcut degisiklik, bir referans hicresindeki akimla
karsilastirihir. Fark olcilir ve bir sinyal olusturulur.

Secicilik: Tasiyici gaz disindaki tim bilesikler.
Alev Fotometrik Dedektorii (FPD):

Mekanizma: Bilesikler bir hidrojen-hava alevinde yakilir. Kikirt ve fosfor
iceren bilesikler i1sik yayan tirler Gretir (394 nm'de kikiirt ve 526 nm'de fosfor).
Tek renkli bir filtre, dalga boylarindan yalnizca birinin ge¢mesine izin verir. Isik
miktarini 6lgmek icin bir fotogogaltici tip kullanilir ve bir sinyal olusturulur.

Secicilik: Kukirt veya fosfor iceren bilesikler.
Fotoiyonizasyon Dedektorii (PID):

Mekanizma: Bir hiicreye salinan bilesikler, bir lambadan yayilan yiksek
enerjili fotonlarla bombardimana tutulur. Foton enerjisinin altinda iyonlasma
potansiyeline sahip bilesikler iyonize edilir. Ortaya ¢ikan iyonlar bir elektrota
cekilir, olclllr ve bir sinyal Gretilir.

Secicilik: Genellikle aromatikler ve olefinler.
Elektrolitik iletkenlik Dedektorii (ELCD):

Mekanizma: Bilesikler bir reaksiyon gazi ile karistirilir ve yiiksek sicaklikta
bir reaksiyon tliptinden gecirilir. Bir ¢ozici ile karisan ve bir elektrolitik iletkenlik
hiicresinden gecen 0Ozel reaksiyon Urinleri olusturulur. Cozliclinin elektrolitik
iletkenligindeki degisiklik olctlir ve bir sinyal Gretilir. Reaksiyon tlipi sicakhg ve
¢Ozlicli, hangi tir bilesiklerin tayin edildigini belirler.

Secicilik: Halojenler, kikiirt veya nitrojen iceren bilesikler.

Tez c¢alismasi kapsaminda kitle spektroskopisi dedektér olarak

kullanildigindan bu detektore ait daha detayli bilgi verilecektir.



35

2.6.2. Kiitle Spektroskopisi (72 -74)

Kitle spektroskopisi, organik molekil pargalanmasi ile ortaya ¢ikan
karakteristik fragmanlar veya iyonlari belirler. Temel ilke, pozitif yukli iyonlar
Uretmek icin organik bilesigin bir elektron demeti ile bombardiman edilmesini
icerir. Ayrica, molekiler iyon, baglari kirmak ve pozitif yikli tirler veya fragman
iyonlari elde etmek icin elektronlarin enerjisi ile parcalanir. Olusan pozitif veya
fragman iyonlari, manyetik alan kullanilarak dairesel bir yolda daha da hizlandirilir
ve saptirilir sonrasinda kitlelerine ve yliklerine gore detektor veya fotograf
plakasina odaklanir. Her iyon, plaka lizerinde ayri bir cizgiyi temsil eder. iyonlarin
ayrilmasi kitle-ytuk (m/z) oranina dayanir ve alinan cevap iyonlarin bollugu ile
orantihdir.

Bir kiitle spektrometresi bes ana kisimdan olusur. Bunlar, numune girisi,

iyon kaynagi, kitle analizori, dedektor ve veri kayit sistemidir (Sekil 2.18).

[ Yiiksek vakum sistemi ]

Veri kayit
Dedekt6r - sisten}:i

Sekil 2.18. Kitle spektrometresinin temel kisimlari.

Kutle
analizéra

Numune
girisi

Numune Giris Kismi

Madde kromatografik kolondan ya dogrudan ya da acik bdlmeli ara
baglanti yoluyla verilebilir. Madde, bozunmayi énlemek amaciyla belli bir sicaklik

ve dislik basincta gaz haline getirilir.
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Vakum Sistemleri

Kltle spektrometresi ile vakum altina galisarak tekrarlanabilir pargalanma
saglanir bu sayede yliksek hassasiyet ve glvenilir bir kitle analizi
gerceklestirilebilir. Vakum, iki kademeli sistem ile saglanir: ilki rotary pompa (kaba
veya 6n pompa) olup 102-10* torr vakum saglar. ikincisi ise turbomolekiiler veya

diftizyon pompasi olabilir; bu pompalar ile vakum 107 torr degere ulasabilir (73).
iyonizasyon Teknikleri

Ornekteki molekiiller, isitilan bir flamandan anoda dogru akan elektron
akimi ile dogrudan veya dolayli olarak iyonlastirilirlar.

Numunelerin tirine ve ucguculuguna bagl olarak farkh iyonizasyon
yontemleri kullanilmaktadir. Bunlar; elektron iyonizasyon, kimyasal iyonizasyon,
alan iyonlastirma, alan desorpsiyon, hizli atom bombardimani, ikincil iyon kiitle
spektrometresi, elektrosprey, matriks yardimli desorbsiyon/iyonlastirma, plazma
desorbsiyon ve termospay iyonlastirma teknikleridir.

Tez kapsaminda iyonizasyon icin elektron iyonizasyon kullanilacagindan bu

teknik ile ilgili daha detayl bilgi verilecektir.
Elektron iyonizasyonu Teknigi (El)

Elektron iyonizasyon yontemi, sert iyonizasyon teknigi olup GC-MS’'de
kullanimi oldukga yaygindir.

Kiatle spektrumunun alinabilmesi i¢in asagidaki iyonizasyon islemini
baglatabilecek miktarda elektron demeti enerjisine (pek ¢ok organik bilesik igin 7-

15 eV kadar) ihtiya¢ duyulmaktadir (M molekil, M* molekiler iyon veya ana iyon).
M+e ——> M*+2e

Elektron demeti enerjisinin artmasi ile iyon-molekil carpisma olasiligl
arttiracagindan, daha fazla molekiler iyon olusur. Demet enerjisinde biylk
artislar oldugunda ilave edilen enerjinin ana iyondaki elementler arasindaki

bagi/baglari koparmasiyla genellikle daha kiguk kitleli tanecikler meydana gelir
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ve molekdiler iyon piki kigulebilir. Sekil 2.19’da elektron iyonizasyon kaynagina ait

sematik gosterim yer almaktadir.

Elektron iyonizasyonu (El), yaglar, hidrokarbonlar vb. gibi ucucu organik

bilesikler igin yaygin olarak kullanilmaktadir.

Wlagnet

| r|/Pi1ament

J0 eV

M N M+ Kitle
analizéri

E- E- E- E-

Wlagnet
Sekil 2.19.Elektron iyonizasyon (El) kaynagi sematik gosterimi.

Kiitle Analizorii

Kutle/ylk oranlar farkh olan iyonlarin ayrilmasi igin farkl sistemler
mevcuttur. Analizorin cok kugik kitle farkhliklarini algilayabilmesi istenir. En ¢ok

kullanilan kitle analizor turleri ve 6zellikleri Tablo 2.5'te yer almaktadir.
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Tablo 2.5. Kiitle Analizérlerinin Ozellikleri.

Kitle/yiik m/z=1000'de Dinamik

Analizor Olgtilen Ozellik (m/z) araligi  ayinicilik aralik

Sektor
manyetik Moment/yik 10* 10° 107
(MSA)

Ugus
zamani Ucus zamani 10° 10*10* 10*
(TOF)

iyon
siklotron
rezonans Siklotron frekansi 10° 10° 10*

(FT-ICR MS)

iyon kapani
(QSTAR)

Kuadrupol
(Q)

Frekans 10* 10* 10%

m/z icin filtreler 10%*10* 10*10* 10°

Tez kapsaminda kuadrupol kiitle analizéri kullanildigindan bu analizore ait

daha detayli bilgi verilecektir.

Kuadrupol Kiitle Analizorleri

Kuadrupol (dort kutuplu) analizérler dort paralel cubuktan olusur; karsilikh
olan cubuklar ayni polaritede iken komsu cubuklar zit polaritededir (Sekil 2.20).
Her bir ¢ubuga dogru akim (DC) ve radyo frekans (RF) voltaji uygulanir; DC/RF
kuadrupol voltajlari degistirilerek iyonlar taranir. RF alanda, sadece belirlenmis
m/z oranindaki iyonlar dogru yolu izlerler. Her iki alan da iyon kaynagindan ¢ikan
pozitif tanecikleri hizlandiracak bir etki yapmaz. Ancak alan birlestirildiginde,
taneciklerin kendi merkezi ekseni etrafinda titresmeleri saglanir, bdylece
cubuklardan biri ile carpisarak sadece belli m/z oranina sahip tanecikler gecebilir.
Uygulanan alternatif akimin veya iki kaynagin potansiyelleri degistirilirken oranin

sabit tutulmasi ile analiz saglanir.
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Ayrilan iyon Belirlenen iyon

Dedektor

iyon kaynagi ]

Sekil 2.20. Kuadrupol analizoriiniin sematik gosterimi.
Dedektor

Analizorden gelen iyonlar, yariktan gecerek bir elektrot tizerinde toplanir.
iyon akimi yiikseltir. Olusan akim kaydediciye gdnderilir.

Diger bir ydontemde, ayiricidan gelen iyonlar bir katot ylizeyine ¢arparak
elektron aciga cikarirlar. Meydana gelen elektronlar bir diyota dogru
hizlandirilarak diyota ¢arptirilir ve bu sayede yeni elektronlar elde edilir. Bu islemi
birden fazla tekrarlanmasi ile yikseltilen elektron akimi elektronik olarak
kaydedilir.

Kitle spektrometresinde 3 tip iyon tarama sekli bulunmaktadir. Bunlar
SCAN, SIM ve tek iyon taramasidir. SCAN’da analiz sirasinda bdtln iyonlar
belirlenen alanda taratilir. SIM’da analit icin en 6zgiin, bollugu fazla olan ve kararli

m/z degerlerinin secilmesiyle tarama gerceklestirilir.
Veri Sistemi

Bir kitle spektrumunun en 6nemli 6zelliklerinden biri icerdigi yapisal
verilerin ¢oklugudur. Yapisal bir tayinin gerceklestirilebilmesi icin her bir pikin
yuksekligine ve kiitle sayisinin saptanmasina, toplanmasina ve goriintilenmesine
ihtiyag duyulur. Verilerin sayisinin ¢ok fazla olmasi, bu verilerin hizla toplanmasini

ve islemlendirilmesini gerektirir; bu ise en ideal sekilde bilgisayarlarla yapilabilir.
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ileri teknolojik bilgisayar programlari sayesinde veriler islenir, yorumlanir ve

raporlanir.
GC-MS Sisteminin Ayarlanmasi (Otomatik ayar)

GC-MS’de analize baslamadan 6nce MS sisteminin iyonlastirici, kitle
analizori ve dedektor kalibrasyonunun yapilmasi gerekmektedir.

Kararhligi ve uguculugu yiksek olan perfluorotribitil amin (PFTBA) analizi
ile sistemin otomatik ayari yapilir. Bu ayar PTBA’nin pargalanmasi ile olusan m/z
69, 219 ve 502 iyon piklerinin bagil bolluklarinin bulunmasi ile gergeklestirilir.
Tablo 2.6’da PFTBA molekillinin pargalanma urinlerinin istenen bagil bolluklari

yer almaktadir.

Tablo 2.6. PFTBA molekilinin pargalanmasi ile olusan iyonlarinin bagil
bolluklari (75).

m/z 69 219 502
Bagil bolluk (%) 100 >35 >1
izotop kiitlesi 70 220 503
izotop orani 0,5-1,6 3,2-5,4 7,9-12,3

2.6.3. Tiirevlendirme Teknikleri (76)

Bir analitik calismada, analitin yapisi uygulanacak analiz yontemine uygun
olmayabilir ya da analiz sonucunda elde edilen verilerin iyilestirilmesi gerekebilir.
Analitin uygun Ozelliklere sahip hale getirilmesi icin uygulanan isleme
turevlendirme denir.

GC analizlerinde turevlendirmenin baslica nedenleri asagida verilmistir:

° Uygun ucuculuk saglamak.
° Isil kararlihg arttirmak.
° Polar orneklerin kolon vyizeyinin i¢ duvarina tutulmasini

engellemek.
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° Pikleri iyilestirmek.
° Karisan pikleri yeniden diizenlemek.
. Duyarhhgr arttirmak.

Tirevlendirme reaksiyonlarinda ana hedef —OH, -COOH, = NH, —NH,, —SH
ve diger fonksiyonel gruplari iceren bilesiklerin polaritelerinin azaltilmasi ya da
maskelenmesidir. Bunun igin alkilleme, agilleme ve sililleme gibi tirevlendirme
reaksiyonlari kullanilmaktadir. Bu reaksiyonlar ile organik asitler, amidler, poli
hidroksi bilesikler, amino asitler gibi olduk¢a polar numunelerin uguculugu
arttirllarak GC analizine uygun hale getirilmektedir. Elektron yakalama
dedektorleri (ECD) icin ise saptanabilirligi arttirmak icin analite halojen
eklenmektedir. Sik kullanilan tiirevlendirme reaktiflerine ait bazi 6rnekler Tablo

2.7’de verilmisir.

Alkilleme Reaktifleri

Alkilleme reaktifleri, esterleri, eterleri ve amitleri olusturmak icin tek basina

veya acilleme veya sililleme reaktifleri ile birlikte kullanilabilmektedir. Kuvvetli
asidik ortamdan kuvvetli bazik ortama degisen reaksiyon kosullarinin timiinde

kararh tarevler olustururlar ancak kullanilan reaktifler toksiktir.

Sililleme

Sililleme reaksiyonlari ile ugucu olmayan polar bilesikler, ugucu ve termal
kararhliga sahip tlrevlere donistirilmektedir. Reaksiyonda SH, OH ve NH gibi
gruplar Uzerinde bulunan aktif hidrojenler, TMS (trimetilsilil grubu) ile yer
degistirir. Sililleme reaktifleri dnce su ve alkollerle reaksiyona girmektedir. Bu
ylzden tirevlendirme isleminde hem numunenin hem de ¢ozicilerin kuru olmasi
oldukca onemlidir. Sililleme reaktifleri genellikle neme karsi duyarh oldugundan

agzi sikica kapatilmis kaplarda saklanmalidir.
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Agilleme

Agilleme reaksiyonlari ile amino, hidroksil ve tiyol gruplarinin polaritesi
azaltilmaktadir. Bu reaksiyonlarda aktif hidrojenler (-OH, -SH ve -NH) iceren
bilesikler, acil anhidrit, acil halojeniir ve aktive edilmis acil amid reaktifleri ile
sirasiyla esterlere, tiyoesterlere ve amidlere donustirilmektedir. Acilleme ile
tirevlendirme reaksiyonlarinda o6zellikle polar bilesiklerin ugucu tlrevleri elde
edilmektedir. Ancak, anhidritler ve acil halojenir reaktifleri, GC analizinden 6nce
uzaklastirilmasi gereken asit yan drinlerini olustururlar. Bu ylizden agilleme
sirasinda piridin, tetrahidrofuran veya asit yan Grlnini tutabilen c¢ozlciler
kullanilmaktadir. Sililleme ile karsilastirildiginda acilleme, polaritesi daha yiksek ve
fazla fonksiyonel grup bulunduran (karbonhidrat, aminoasit) o6rneklere
uygulanmaktadir. Acilleme, sekerler gibi son derece polar numuneleri GC ile
ayirmaya uygun hale getirebilir ve sililleme ile tiirevlendirmeye alternatif veya

tamamlayici olabilir.



Tablo 2.7. Tirevlendirme reaktifleri.
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Kimyasal adi

Tiirevlendirme

Kimyasal formuli

teknigi
Trifluoroasetik asit Agilleme
anhidriti (TFA) o O
J
FsC~ 'O° CFj
N-metilbis Agilleme
(trifluoroasetamit) j\ j)\
(MBTFA) FaC” "N” “CFy
CHs
Pentafluoropropiyonik Acilleme
anhidrit (PFPA) j\ o
FsCFoC” 07 “CF»CFs
N-metil-N-(trimetilsilil) Sililleme
tll;l/lflslfr(;fasetamlt CHs
( ) FsC” "N-Si—tBu
HsC CHs
N,O bis(trimetilsilil) Sililleme
trifluoroasetamit CHs 7% CH,
(BSTFA) HaG-Si—N” ~0-Si—CHs
CH3 CHs3
Trimetilsilil klorGr Sililleme
(TMCS) CHs
H3C—S|i—CI
CHs
Bor trifloriir metanol Alkilleme
BF; « CH3;0H
N,N-dimetilformamit Alkilleme
di-tert-bitil asetat HsC CHs
HsGC N CHs4

H30—>\O O/(—CH;j

HaC CHj
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2.6.4. Sistem Uygunluk Testi (SUT)

SUT, numunelerin analizine baslamadan 6nce sistemin uygunlugunun
referans bir madde ile kontrol edilmesidir. Kromatografik sistemler de
uygulanmakta olan SUT icin incelenen parametreler ve bu parametrelerin kabul

sinirlari Tablo 2.8’de verilmistir.

Tablo 2.8. SUT igin gecerli parametreler ve sinir degerleri.

Parametre Sinirlar
Kapasite faktoru (k') k'>2
Ayiricilik (Rs) Rs>1.5

Pik asimetri orani (PAO) PAO<1.5
Teorik tabaka sayisi (N) N>2000
Enjeksiyon tekrarlanabilirligi n>5, BSS<%1

n: Enjeksiyon sayisi, BSS: Bagil standart sapma

2.6.5. Analitik Yontem Validasyonu (77-79)

Bir sistemin belirlenen amaca uygunlugunun 6l¢iilmesi ve performansinin
degerlendirilmesi igcin yapilan test ve 0&lgme islemlerinin yazili delillerle
kanitlanmasina validasyon denir.

Bir laboratuvarda kullanilacak standart olmayan bir yontemin analiz
oncesinde laboratuvar kosullarinda analiz yapan kisiler tarafindan valide edilmesi

gerekmektedir.
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Validasyon Parametreleri

Uluslararasi Harmonizasyon Konferansi (ICH), Amerika Bilesik Devletleri
Gida ve ilag Uygulamalari Kurumu (US FDA) ve Avrupa ilag Ajansi (EMA) gibi yasal
kuruluslarin hazirladigi kilavuzlar veya farmakopeler dogrultusunda validasyon
parametreleri degerlendirilebilir.
Biyoanalitik yontem validasyonunda bakilmasi gereken parametreler
asagida verilmistir:
e Kararhlk
o Ozginlik (Segicilik)
o Dogrusallik
e Duyarlilhk (Goézlenebilme siniri (LOD) ve Tayin alt siniri (LLOQ))
e Dogruluk
e Kesinlik
e Saglamlik
e Tasinma
e Geri kazanim

e Sistem uygunluk
Kararlihk

Tekrar edilebilir ve glvenilir sonuclar elde edebilmek i¢cin numunelerin,
stok ve standart ¢ozeltilerin ve kullanilan ¢ozliciilerin stabitelerinin nekadar stire
ile korundugunun bilinmesi gerekir.

Kisa donem, uzun dénem, oto drnekleyici ve donma ve ¢dzme kararliliginin
belirlenmesi icin taze hazirlanan ¢ozeltinin ¢alisma kosullarindaki kararhligi ve
beklemis numunelerin kararlihklari istatistiksel hesaplamalar kullanilarak

karsilastirilir. Aralarinda %2’den fazla fark bulunmamasi istenir.
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Secicilik

Yontemin analiti matriksindeki diger maddelerden ayirabilme ozelligidir.
Karisik bir matriks igerisindeki analitin tam ve dogru olarak bulunabilmesidir. US
FDA biyoanalitik yontem kilavuzuna gore segiciligin degerlendirilebilmesi icin en az
alti farkh biyolojik materyalden analiz gergeklestirilmeli ve herhangi bir girisimin

olup olmadigi kontrol edilmelidir.
Dogrusallik

Dogrusallik, yontemin numunedeki analitin derisimi ile dogru orantili olan
test sonuglari elde etme yetenegini degerlendirir.

Olciim arahgini saglayacak numune standart stok ¢dzeltiden seyreltilerek
ya da ayri ayri hazirlanabilir. Kalibrasyon egrisi, standart derisimine karsilik analiz
sonucu ya da Olcim sinyali grafige gecirilerek olusturulur. Dogrusal bir iliski
bulumasi durumunda test sonuglari uygun istatistiksel yontemlerle degerlendirilir.
Dogrusaligin ifade edilebilmesi icin beklenen 6lcim araliginin %80 ile %120’sini

kapsayacak en az 5-6 nokta 6nerilir.
Duyarhihk

Gozlenebilme siniri (LOD), istatistiksel kesinlikte kabul edilebilir, 6l¢llebilen
en distk degerdir. Derisimi (distk) bilinen numunelerden 6lcltlen deger, analit
icermeyen bos numune ile karsilastirilir. Sinyal/gliriiltt (S/G) degerinin 3 oldugu
derisim LOD olarak kabul edilir ve tayin edilebilecek en distk derisim olarak
belirlenir.

Tayin alt sinir1 (LLOQ), 6l¢iim isleminin analizi yapilan maddeyi nicel olarak
olcme yetenegini ifade eden performans karakteristigidir. S/G degerinin 10 oldugu
derisim LLOQ olarak kabul edilir.

Guralti olctilemedigi durumlarda kalibrasyon egrilerinden LOD=3,3 o/S
(o: Kalibrasyon egrisinin kesisim degerinin standart sapmasi, S: Kalibrasyon

dogrusunun egimi); LLOQ=10 o/S formdlleri ile hesaplanmaktadir.
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Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen sonuglarinin gergek
degere yakinhgidir.

Derisimi bilinen standartlarin analizleri ayni glin, LLOQ ve dogrusal aralikta
bulunan 3 derisim degerinde, 3 tekrarli yapilan analizler ile 6 farkli glinde yapilan
analizlerin sonuglari ile karsilastirilir. Sonuglar bagil hata (BH) degerleri Gizerinden

degerlendirilir.
Kesinlik

Belirlenen analiz kosullari altinda elde edilen sonuglar arasindaki uyumun
derecesidir. Kesinlik rasgele hatalarin dagilimi ile iliskilidir, gercek degerle ilgisi
yoktur. Kesinlik sonuglari asagidaki parametrelerden etkilenebilir:

e Analizci

e Cihaz ve cihazin kalibrasyonu

e Cevre kosullari (sicaklik, nem, hava kirliligi vb)
e Olciimler arasinda gecen zaman

LLOQ ve dogrusal aralikta bulunan 3 derisim degerinde hazirlanan
numunelere ayni glin ve farkh glinlerde analizler yapilir ve bagil standart sapma
(BSS) hesaplanir. Kesinligin belirlemesinde enjeksiyon tekrarlanabilirligi de kontrol
edilir. Dogrusal aralikta bulunan bir derisimde hazirlanan standart ¢6zeltisinin arka
arkaya 10 enjeksiyonunun yapilmasiyla BSS hesaplanir.

Bir analitik yontemin tutarlihgi da kesinliginin bir gdstergesi olup yontemin
farkl cihaz, analizci ya da laboratuvar gibi degisikliklerde yeniden Gretilebilirliginin
gostergesidir. Her degisiklikte elde edilen sonuglar arasindaki farkin

degerlendirmesi istatistiksel olarak gosterilir.
Saglamlik

Saglamlik, yontem parametrelerinde kiiclik ama belirgin bir degisiklikler

yapildiginda yontemin bu degisikliklerden etkilenip etkilenmedigini gosterir.
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tkilenme yeteneginin gostergesidir. Saglamlik testlerinden elde edilen bilgi,

yontemin uygulanabilir oldugu kosullarin tanimlanmasini da saglar.

Tasinma

Yiksek derisimdeki standart ¢ozelti enjeksiyonundan sonra yikama
islemlerini takiben yapilan ¢ozlici enjeksiyonu ile bulunan derisim degerinin
karsilastirilmasi yapilir. Bos ¢ozeltideki degerin LLOQ'nun %20’sinden az olmasi

analizler sirasinda bir tasinma olmadigini gosterir.

Geri kazanim

Geri kazanim, bilinen derisimdeki analitin biyolojik matrikse eklenerek
analizinin gergeklestiriimesi ve elde edilen sonuglarin ayni derisimdeki standart
¢Ozeltinin analizinden elde edilen sonuglar ile karsilastiriimasidir. Analitin geri
kazanim sonucunun dogru ve tekrarlanabilir olmasi istenir. Geri kazanim

¢alismalari, segilen ¢alisma araliginin alt, orta ve Ust derisimlerinde yapilir.



3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kullanilan Cihazlar

Gaz kromatografisi-

Kitle spektrometrisi
Vakumlu santrifij

Hassas terazi

Milli Q deiyonize su cihazi
Ultrasonik banyo

Vorteks karistirici

Derin donduruculu buzdolabi

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Metoksiamin hidrokloriar

N-metil-N-trimetilsililtrifloroasetamit+trimetilklorosilan

(MSTFA + %1 TMCS)

Piridin(= %99,5)

Aseton

2-hidroksi butirik asit (2-HB)
Piroglutamik asit (PGA)

Glutamik asit (GA)

4-hidroksi glutamik asit (4-OHGA)
N-asetil L- glutamik asit (NAGA)
N-karbamil L- lutamik asit (NCGA)
Miristik asit-d27 (iS)

Asetonitril (> %99,5)

Metanol (> %99,5)

Helyum gazi (%99,9)
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Shimadzu GCMS QP 2010 Ultra MSD

Hermle Z 233 M-2 (15000 dev dk-1)

Mettler-Toledo AG 285
Barnstead NanoPure Diamond
Bandelin, Sonorex, RK514 BH
IDL RS2

Bosch

Sigma

Sigma

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Ankara Gaz
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3.3. Kullanilan Cam ve Sarf Malzemeler

DB5-MS kolon Agilent

(30 m x 0,25 mm, 0,25 pum + 6n kolon 10 m)

e Vial (vida kapakl) Shimadzu

e insert silillenmis Shimadzu

e Ependorf tiip Polipropilen (1,5 -2 mL)
e Mikropipet Eppendorf

(0,2-10, 10-100, 100-1000,
1000-5000 pL)
e Mikropipet ucu Isolab

(0,1-10, 10-100, 100-1000,
1000-5000 pL)
PTFE/SI septum kapak S&H

3.4. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

2-HB stok ¢ozeltisi (1000 pg /mL): 10,41 mg 2-HB tartilmis, bir miktar
metanol:su (9:1, h:h) kullanilarak balon jojede ¢6zlinmesi saglandiktan sonra 10
mL’ye tamamlanmistir. Bu c¢Ozeltinin 10 kez seyreltiimesi ile 1000 pg/mL

derisimindeki stok ¢ozelti hazirlanmistir.

PGA stok ¢ozeltisi (1000 pg /mL): 12,91 mg PGA tartilmis, bir miktar
metanol:su (9:1, h:h) kullanilarak balon jojede ¢6zliinmesi saglandiktan sonra 10
mL’ye tamamlanmistir. Bu c¢ozeltinin 10 kez seyreltilmesi ile 1000 pg/mL

derisimindeki stok ¢ozelti hazirlanmistir.

GA stok ¢ozeltisi (1000 pg /mL): 14,71 mg GA tartiimis, bir miktar metanol:su
(9:1, h:h) kullanilarak balon jojede c¢o6ziinmesi saglandiktan sonra 10 ml’ye
tamamlanmistir. Bu ¢ozeltinin 10 kez seyreltilmesi ile 1000 pg/mL derisimindeki

stok ¢ozelti hazirlanmistir.

4-OHGA stok ¢ozeltisi (1000 pg /mL): 16,31 mg 4-OHGA tartilmis, bir miktar

metanol:su (9:1, h:h) kullanilarak balon jojede ¢6zlinmesi saglandiktan sonra 10
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mL’ye tamamlanmistir. Bu c¢o6zeltinin 10 kez seyreltilmesi ile 1000 pg/mL

derisimindeki stok ¢ozelti hazirlanmistir.

NAGA stok ¢ozeltisi (1000 pug /mL): 18,91 mg NAGA tartilmis, bir miktar
metanol:su (9:1, h:h) kullanilarak balon jojede ¢6zlinmesi saglandiktan sonra 10
mL’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozeltinin 10 kez seyreltilmesi ile 1000 pg/mL

derisimindeki stok ¢ozelti hazirlanmistir.

NCGA stok ¢ozeltisi (1000 pug /mL): 19,01 mg NCGA tartilmis, bir miktar
metanol:su (9:1, h:h) kullanilarak balon jojede ¢6zlinmesi saglandiktan sonra 10
mL’ye tamamlanmistir. Bu c¢ozeltinin 10 kez seyreltilmesi ile 1000 pg/mL

derisimindeki stok ¢ozelti hazirlanmustir.

Stok c¢ozeltiler -20°C’de saklanmistir. Standart ¢alisma ¢ozeltileri metanol:su
(9:1, h:h) ile stok ¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler yapilarak glinlik olarak

hazirlanmistir.

Metoksiamin hidrokloriir/piridin ¢ozeltisi (20 mg/mL ). 5,0 mg
metoksiamin hidrokloriir 250 pL piridin ile ¢ézilir ve ¢ézinmenin tamamlanmasi

icin vortekslenir. Yapilan her deney 6ncesinde taze hazirlanmistir.

Miristik asit-d27 (iS) ¢ozeltisi (1000 pg/mL ): 1,0 mg miristik asitd27 bir
miktar metanol:su (9:1, h:h) ile ¢6ziinmesinin ardindan 1 mL’ye ayni ¢6ziici ile

tamamlanmistir.
Calisma standartlari:

° Standart karisim ¢ozeltisi (50 pg/mL ): Her bir metabolite ait hazirlanan
1000 pg/mL derisimdeki stok ¢ozeltilerden 50 pL alinmis ve metanol:su (9:1, h:h)
kullanilarak 1 mL" ye tamamlanmistir. Standart karisim c¢oOzeltisi gunlik

hazirlanmistir.

. Kalibrasyon dogrusu icin ¢alisma standartlari: Belirlenen derisimde

calisma standarti hazirlamak amaciyla standart karisim c¢ozeltisinden gerekli
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hacimlerde alinmisg, kuruluga kadar ugurulmasinin ardindan 60 pL MSTFA + %1
TMCS reaktifi eklenmis ve 37°C sicakhkta 20 dk bekletilmis sonrasinda viallere

aktarilmigtir.
3.5. Analiz Yontemi
3.5.1 Tiirevlendirme

Ependorf tiiblin igerisine 50 pL standart karisim c¢ozeltisi konulup 4 saat
ugurulduktan sonra Uzerine 20 puL metoksiamin hidroklorir/piridin ¢ozeltisi
eklenmis, 1 dk vortekslenip 30°C’de 90 dk etlivde bekletilmistir. Etlivden cikarilip
oda sicakhigina getirildikten sonra lzerine 60 pL tirevlendirme reaktifi (MSTFA +
%1 TMS) eklenip maddelerin farkli sicakliklarda (37, 50 ve 60°C) ve zaman
dilimlerinde (10, 20, 25, 30, 40 dk) tirevlendirilmesi saglanmistir. MSTFA + %1 TMS
tirevlendirme reaktifi icin 20 pL metoksiamin hidroklorir/piridin ¢ozeltisi
eklenerek ve eklenmeden bir seri analiz yapilmistir. Ayni tirevlendirme reaktifleri
icin sicaklik ve siire parametreleri sabit tutularak tiireviendirme reaktifinin miktari

60, 70, 80, 90, 100 pL olarak degistirilmistir.
3.5.2. Kromatografik Kosullar

Analiz igin Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra cihazi ve DB5-MS (%5 difenil %95
dimetilpolisiloksan) kapiler kolon kullanilmistir. Kolon, 30 m uzunlugunda (+10 m
on kolon), 0,25 mm i¢ ¢apinda ve 0,25 pum film kalinligindadir.

Finn  sicaklik programi sistem uygunlugunun saglandigi kosullarda
olusturulmustur. Firin 60°C 1 dk bekletilir, dakikada 10°C artis ile 200°C ulasilir,
dakikada 30°C artis ile 320°C ulasilir ve son sicaklikta 5 dk beklenir ve sogutulur.

Kitle Secici Dedektor (MSD) transfer bolmesi sicakhgr 290°C’dir. Hareketli faz
olarak helyum gazi kullanilmistir ve akis hizi 0,99 mL/dk’dir. Bélmeli enjeksiyon
yapilmis olup bdlme orani 1:10’dur. Toplam analiz siiresi 24 dk’dir. i¢ standart
olarak miristik asit-d27 kullanilmistir.

Gunluk calismanin baslangicinda otomatik ayar yapilmis ve otomatik ayar

sartlari kaydedilmistir. Her analiz 6ncesinde, yikama ¢ozeltisi olan asetonu iceren
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siseler yenilenmistir. Her bir analiz sonunda bir kez; her seri sonunda en az 2 kez

aseton enjeksiyonu yapilmistir.

3.6. Sistem Uygunluk Testi (SUT)

40 pg/mL derisimde hazirlanan standart karisim ¢ozeltisinin on tekrarli analiz
sonuglari Amerika Farmakopesi’'nde (USP) (80) belirtilen ve Tablo 2.7’de verilen
enjeksiyon kesinligi, kapasite faktord, ayiricilik, teorik tabaka sayisi ve pik asimetri

oranina gore degerlendirilmistir.

3.7. Yontem Validasyonu

Gelistirilen yontemin validasyon ¢alismalari icin US FDA kilavuzunda yer alan
biyolojik materyal analizi icin kararlilik, 6zglinliik, dogrusallik, duyarhlik, dogruluk,

kesinlik, saglamlik, tasinma ve geri kazanim parametreleri incelenmistir (81).

3.7.1. Kararhhk

Kisa donem kararlilik: 40 pug/mL derisimde standart karisim ¢ozeltisi oda
sicakhginda 6, 12, 24 s bekletildikten sonra analiz edilmistir (n = 3). Ayni derisimde
taze hazirlanmis standart ¢ozeltilerin analiz sonuglari ile karsilastirilarak geri

kazanimlari hesaplanmistir.

Uzun donem kararhilik: Her bir metabolitin stok ¢6zeltisi (1000 pg/mL) -
20°C’de (derin dondurucuda) 1 ay bekletilmis ve oda sicakligina kadar isinmasi
beklendikten sonra analiz edilmistir (n = 3). Ayni derisimde taze hazirlanmis
standart c¢ozeltilerin analiz sonuglari ile karsilastirilarak geri kazanimlari

hesaplanmistir.

Oto ornekleyici kararlihgl; 40 pug/mL derisimde standart karisim ¢ozeltisi
analiz edildikten sonra 24 s oto drnekleyici de bekletilmis ve tekrar analiz edilmistir

(n =3).
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3.7.2. Ozgiinliik (Segicilik)

2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA, ve NCGA igin 6zgunluk, standart karisim
¢Ozeltilerinin artan derisimlerde yapilan analizlerinde kromatogramlarda her
metabolite ait alkkonma zamanlari ve kaynaklardaki m/z degerlerinin

incelenmesiyle belirlenmistir.
3.7.3. Dogrusallik

5, 10, 20, 40, 60 ve 80 pg/mL derisimlerde hazirlanan alti adet standart
karisim ¢ozeltisinin analizleri sonucu bulunan her bir maddeye ait pik alaninin
iS’nin pik alanina béliinmesiyle elde edilen degerinin derisime karsi grafige
gecirilmesi ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kalibrasyon egrisine ait
regresyon denklemi ile tanimlayicilik katsayisi hesaplanmistir. Kalibrasyon
egrisinin dogrusalliktan ayrilis 6nem kontroli ile birlikte yontemin dogrusalliginin
kontroll icin olmasi gereken derisime karsi regresyon denklemi kullanilarak
bulunan derisimler grafige geciriimis ve elde edilen egrinin dogrusallig

incelenmistir.
3.7.4. Duyarlilik (Gozlenebilme ve Tayin Alt Siniri)

Yonteme ait gozlenebilme siniri (LOD) ve tayin alt siniri (LLOQ) saptanarak
yontem duyarlihigl degerlendirilmistir. Kalibrasyon egrisinin kesisim degerinin
standart sapmasi ( o) ve kalibrasyon dogrusunun egimi (S) kullanilarak LOD =

3,3 o/Sve LLOQ=10 o/S formili ile hesaplanmistir.
3.7.5. Dogruluk

Dogruluk i¢in glin ici ve glnler arasi ¢alismalar yapilmistir. Ayni glin icinde
10, 40 ve 60 pg/mL derisimlerde hazirlanan standart ¢ozeltilere ait analiz sonuglari
ile elde edilen verilerin bagil hata (BH) degerleri (n = 6) hesaplanarak giin igi
calismalar; ayni derisimlerdeki standart ¢ozeltilerin 6 glin art arda analiz edilmesi
ile elde edilen verilerin BH degerleri hesaplanarak glinler arasi calismalar

degerlendirilmistir.
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3.7.6. Kesinlik

GUn igi ve glnler arasi ¢alismalar ile yontem kesinligi degerlendirilmistir.
Dogrusallik araliginda bulunan 3 farkli derisimde (10, 40 ve 60 pg/mL) 6 seri ¢ozelti
hazirlanip ayni glin icinde analiz edilerek giin icin ¢alismalar; ayni derisimde 6 seri
¢Ozelti hazirlanip 6 farkh glinde analiz edilerek glinler arasi calismalar yapilmistir.

Sonuglar standartlarin pik alan oranlarindan kalibrasyon dogrusu denklemi
kullanilarak  hesaplanan  derisim  degerlerinin ~ BSS’lari  hesaplanarak
degerlendirilmistir.

Dogrusal araliktaki 40 pg/mL standart karisim c¢ozeltisinin on tekrarl
enjeksiyonu yapilmis, kalibrasyon dogrusu denklemi kullanilarak hesaplanan
derisim degerlerinin BSS’lari hesaplanarak enjeksiyon (cihaz) tekrarlanabilirligi
incelenmigstir.

Ayrica farkli analizcilerin etkisi de degerlendirilmistir. iki farkli analizci
tarafindan ayni anda hazirlanan 10 ve 60 pg/mL derisimlerdeki standart ¢ozeltiler
ayni optimum deney kosullarinda analiz edilerek sonuglar Mann-Whitney U Testi

ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
3.7.7. Saglamhk

Yontemin saglamhg, akis hizi icin optimum deney cihaz kosullarinda (0,99
mL/dk), kugik degisiklikler yapilarak (0,79 — 1,19 mL/dk), 10 ve 60 pg/mL
derisimdeki standart karisim c¢o6zeltisinin analizi ile incelenmistir. Sonuglarin
optimum deney kosullarinda yapilan analizlerde elde edilenler sonuclar ile

karsilastirilmasi t-testi kullanilarak yapilmistir.
3.7.8. Tasinma

Yiksek derisimdeki standart karisim ¢ozeltisinin analizinin ardindan bos

¢Ozelti analizi yapilarak degerlendirilmistir.
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3.7.9. Geri Kazanim

Her bir standart icin dogrusallik araligina giren dort farkh derisimdeki (5,
10, 20 ve 40 pg/mL) numuneler, bos ticari plazmaya standart ekleme yapilarak
hazirlanmistir. Her meteabolite ait pik alani oranlarinin kalibrasyon dogrusu
denklemi kullanilarak derisim degerleri hesaplanmistir. Bulunan bu degerlerden
bos plazmadan elde edilen metabolit degerlerinin ¢ikariimasiyla eklenen metabolit

miktarlari bulunmus olup ortalama geri kazanim degerleri hesaplanmistir
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4. BULGULAR

Hedeflenmis metabolitler olan 2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA’nIn
birarada analizleri igin gelistirilen GC-MS yontemi optimize edildikten sonra valide

edilmistir.
4.1. Analiz Yonteminin Optimizasyon Calismalari

GC-MS sistemi ile her g¢alismanin baslangicinda yapilan otomatik ayar
sartlarinin  kontrolune iliskin 6rnek ¢ikti Sekil 4.1’de verilmistir. PTBA’nin
parcalanma Urunlerinin bagil bolluklari Tablo 2.6’da verilen degerleri karsilamakta
oldugundan sistemde iyonlastirici, kiitle analizéri ve dedektoriin kalibrasyonunun

saglandigi belirlenmistir.
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e Troemins R e nes GOALS-QPTO10 Thrs
iom =
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Sekil 4.1. Otomatik ayar c¢ikti 6rnegi
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4.1.1. Tiirevlendirme Basamaginin Optimizasyonu

Turevlendirmede en verimli sartlarin bulunmasi amaciyla MSTFA + %1
TMCS tirevlendirme reaktifi kullanilarak optimizasyon c¢alismalari yapilmistir.
Tirevlendirme tepkimeleri farkli sicakliklarda (37, 50 ve 60°C) ve zaman
dilimlerinde (10, 20, 25, 30, 40 dk) gergeklestirilmistir. Olusan trimetilsilil
turevlerini iceren ¢ozeltiler GC-MS cihazina enjekte edilerek elde edilen pik
alanlarinin i¢ standart pik alanina oranlari degerlendirilmistir.

2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA standartlarinin trimetilsilil
turevlerine ait (TMS) kitle spektrumunda secilen iyon degerleri ve alikonma

zamanlari Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1. Tirevlendirilmis metabolitlere ait bilgiler (m/z) (n=10).

Alikonma
Metabolit adi Segilen iyon (m/z) zamani* (dk)
2-HB-2TMS 131 9,05+0,02
PGA-2TMS 156 14,58+0,02
GA-3TMS 246 14,88+0,02
4-OHGA-3TMS 244 15,92+0,02
NAGA-2TMS 216 16,70+0,02
NCGA-2TMS 153 17,67+0,02

*Allkonma zamani: Ortalama alikonma zamani  standart hata

Elde edilen pik sekilleri ve alan degerlerinin karsilastirilmasi sonucu pik
simetrisinin en iyi ve tlrevlendirme veriminin en yiksek oldugu 37°C 20 dk

tirevlendirme sartlari secilmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. MSTFA + %1 TMCS ile tirevlendirmede sicaklik ve slirenin
optimizasyonu*.

Siire
(dk) 2-HB PGA GA 4-OHGA NAGA NCGA
10 0.73 0.97 0.79 0.90 0.81 0.86
20 0.99 0.99 0.88 0.94 0.91 1.00
37°C 25 0.95 0.97 0.74 0.84 0.87 0.90
30 0.92 0.66 0.78 0.77 0.71 1,35
40 0.80 0.97 0.77 0.79 0.71 1,60
Siire
(dk) 2-HB PGA GA 4-OHGA NAGA NCGA
10 0.84 0.71 0.83 0.83 0.71 0.94
20 0.50 0.65 0.77 0.78 0.70 0.95
50°C 25 0.54 0.65 0.74 0.74 0.69 0.90
30 0.60 0.68 0.68 0.73 0.83 0.090
40 0.66 0.65 0.76 0.77 0.71 1,96
Siire
(dk) 2-HB PGA GA 4-OHGA NAGA NCGA
10 0.68 0.69 0.81 0.83 0.72 2,56
20 0.93 0.65 0.76 0.76 0.71 0.66
60 °C 25 0.88 0.67 0.77 0.75 0.72 1,41
30 0.74 0.65 0.77 0.74 0.70 0.78
40 0.87 0.73 0.86 0.87 0.79 2,15

*Degerler pik asimetri orani (PAO) olarak verilmistir.

Alti metabolitin MSTFA + %1 TMCS tirevlendirme reaktifi ile olusturulan

TMS tirevlerine iligkin kutle spektrumlari Sekil 4.2’de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Metabolitler ve i¢ standardin trimetilsilil tirevlerine ait kitle
spektrumlari.
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Tiirevlendirme Reaktif Miktarinin Etkisi

50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL miktarlarda tlrevlendirme reaktifi kullanilarak
yapilan analiz sonuglari ile optimum tirevlendirme reaktif miktari belirlenmistir
(Sekil 4.3). Alti metabolit icin pik alanlarinin i¢ standart alanina orani incelenerek

60 puL MSTFA + %1 TMCS reaktif hacminin en uygun hacim oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.3. MSTFA + %1 TMCS hacminin pik alani oranina etkisi.
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Metoksiaminasyonun Etkisi

Metoksiamin hidroklorir/piridin ¢ozeltisinin tlrevlendirmeye etkisini
belirlemek icin tlrevlendirme tepkimesine metoksiamin hidroklortr/piridin
¢Ozeltisi ilave edilerek ve ilave edilmeden tiurevlendirilmis ¢ozeltiler icin analizler
yapilmistir. Metoksiamin hidrokloriir/piridin ¢ozeltisi ilave edilmeden hazirlanan

¢ozeltilere ait sonuglarin daha iyi oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.4).

o

o

o

o

— 800

P

= 600

o

© 400

5

a 0 V4 4 4 — -

1 2 3 4 5 6

B Metoksiamin hidrokloriir/piridin varlig Metoksiamin hidroklortir/piridin yoklugu

Sekil 4.4. Metoksiamin hidroklorir/piridin ¢ozeltisinin tirevlendirmeye etkisi.
(1:2-HB, 2:PGA, 3:GA, 4:4-OHGA, 5:NAGA, 6:NCGA)

Bu calismalar sonucunda elde edilen veriler 1siginda 2-HB, PGA, GA, 4-
OHGA, NAGA ve NCGA’'nin GC-MS ile analizlerinde tirevlendirme isleminin
metoksiamin hidroklorir/piridin eklenmeden 60 uL MSTFA + %1 TMCS ilave edilip

37°C'de 20 dk bekletilerek yapilmasina karar verilmistir.
4.1.2. Kromatografik Yontem Kogullarinin Optimizasyonu

2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA’nin GC-MS ile analizinde en uygun
sicakhk programini belirlemek icin kromatografik analizlerde %5 difenil %95
dimetilpolisiloksan (30 m x 0,25 mm i.¢., 0,25 um) kapiler kolon kullanilarak farkli

sicakhk programlari denenmistir (Tablo 4.3).



Tablo 4.3. Firin sicaklik programlarinin kosullari.
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Firin bas. Bekleme Sicakhk Firinin son Bekleme Analiz
Sicakhgr  siresi artis orani sicakhgi siiresi siiresi
(°C) (dk) (°C/dk)  (°C) (dk) (dk)
Kosul 1
60 1 10 325 5 32,5
Kosul 2 60 1 5 100
20 325 5 25,25
60 1 5 100
Kosul 3 10 150
60 325 5 21,92
1 1 12
Kosul 4 60 0 0
60 300 5 15
1 1 2
Kosul 5 60 0 00
30 320 5 24

Denenen her kosul igin sistem uygunluk parametrelerinden k’, R ve PAO

hesaplanmistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Farkli firin sicaklik programlarinda sistem uygunluk parametreleri.

Kosu Sistem
Nos Uygunluk 2-HB* PGA* GA* 4-OHGA* NAGA* NCGA**
Paremetresi
k 3,20 6,32 4,00 7,34 8,15 8,52
1 R 1,00 2,42 1,40 1,44 2,78 2,58
PAO 0,9 0,7 0,9 0,8 0,8 1,0
k 5,81 4,81 9,49 9,83 9,95 10,63
2 R 1,26 1,34 1,72 2,18 2,36 1,06
PAO 0,9 0,7 0,9 0,9 0,9 0,9
k 5,87 8,93 9,55 9,95 10,01 10,76
3 R 2,42 1,06 1,90 2,22 2,44 2,86
PAO 0,5 0,5 0,5 0,5 0,9 1,0
k' 4,09 7,25 7,07 8,71 9,21 9,41
4 R 2,39 2,22 1,88 1,82 1,94 1,82
PAO 0,9 0,9 0,9 0,8 0,9 0,9
k 4,19 7,56 8,20 8,58 9,38 9,73
5 R 1,96 2,38 2,20 2,12 1,98 1,88
PAO 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

k’:kapasite faktord, R: ayiricilik, PAO: pik asimetri orani

*Ayiricihk hesaplanmasinda kendisinden bir sonra gelen pik komsu pik olarak degerlendirilmistir.
**Ayiricikhk hesaplanmasinda kendisinden 6nce gelen pik komsu pik olarak degerlendirilmistir.

Sistem uygunluk parametreleri degerlendirildiginde en uygun firin sicaklik

programinin 60°C firin baslangi¢ sicakliginda 1 dk bekletildikten sonra, dk’da 10°C

artarak 200°C’ye ulasan, daha sonra dk’da 30°C artarak 360°C’ye ulasan ve son

sicaklikta 5 dk bekletilen Kosul 5 oldugu belirlenmistir (Tablo 4.4).
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Alti metabolit icin analizlerde DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) kapiler
kolon kullaniimistir. Hareketli faz olarak He kullanilmis olup farkh akis hizlari
denenmis; bu hizlara ait N ve H degerleri Tablo 4.5'te verilmistir. He gazinin akisg

hizi 0,99 mL/dk olarak segilmistir.

Tablo 4.5. Akis hizi degisikliklerindeki teorik tabaka sayisi (N) ve teorik tabaka
yuksekligi (H) degerleri.

Akis hizi

2-HB PGA A 4-OHGA NAGA NCGA
(mL/dk) G G OHG G CG
0,79 453737 1208241 1417052 1504057 1727647 1804186
0,99 415458 1147469 1343745 1436163 1667197 1746627
1,19 380442,2 1083265 1283236 1367964 1609853 1696246

*Degerler teorik tabaka sayisi (N) olarak verilmistir.

Akis hizi
(mL/dk) 2-HB PGA GA 4-OHGA NAGA NCGA
0,79

66,0 2,5 21,2 19,9 1,7 1,7
0,99

72,2 2,6 22,3 20,9 1,8 1,7
1,19

78,9 2,8 23,4 21,9 1,9 1,8

*Degerler teorik tabaka yuksekligi (H) (um) olarak verilmistir.

4.2. Sistem Uygunluk Testi (SUT)

2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA, NCGA ve ic standart (iS) icin elde edilen

sistem uygunluk testine iliskin parametreler Tablo 4.6’ da verilmistir.
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Tablo 4.6. Sistem uygunluk testi bulgulari®.

k' R N PAO BSS
2-HB 4,19 1,96 446224 1 0,18
PGA 7,56 2,38 1215286 1 0,23
GA 8,2 2,2 1417052 1 0,32
4-OHGA 8,58 2,12 1521769 1 0,43
NAGA 9,38 1,98 1784896 1 0,17
NCGA 9,73 1,88 1908819 1 0,22
is 9,6 2,00 1862679 1 0,15

*Derisim: 40 pug/mL, k’:kapasite faktort, R: ayiricilik, N:teorik tabaka sayisi,
PAQ: pik asimetri orani, BSS: alikkonma zamanlarina iliskin BSS degerleri (n=10).

4.3. Analiz Yonteminin Validasyonu

Turevlendirme basamagi ve kromatografik sartlarin optimize edilmesinden
sonra Amerika Bilesik Devletleri Gida ve ilag Kurumu (US FDA)' nun biyoanalitik
uygulamalar kilavuzuna gore yontemin validasyon calismalari yapilmistir (80).

Kararhhk

2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA maddelerinin kararlilik calismalari
40 pg/mL derisimde hazirlanan standart karisim ¢ozeltisinin kisa donem icin oda
sicakliginda 6, 12, 24 s ve oto Ornekleyicide 24 s; stok ¢ozeltilerin uzun dénem igin
dondurucuda (-20°C) bir ay bekletilmesi sonucunda (n = 3) kalan analit miktarlari

ve ylzde degisim oranlari hesaplanarak gerceklestirilmistir (Tablo 4.7).
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Ozgiinliik (Segicilik)

2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA standart karisim ¢ozeltilerinin artan
derisimlerde yapilan analizlerinde kromatogramlarda her metabolite ait alikonma
zamaninda tek bir pik gorilmis, alikkonma zamanlarinin BSS degerlerinin 2’den az
oldugu bulunmus (Tablo 4.6), baska maddeye ait pik gortilmemis (Sekil 4.5) ve
kromatogramda her metabolit igin belirlenen allkonma zamani GC-MS

kiitiphanesindeki degerler ile eslesmistir.

Sekil 4.5. Metabolitlerin GC-MS yéntemi ile analizine ait kromatogram
(1:2-HB, 2:PGA, 3:GA, 4:4-OHGA, 5:NAGA, 6:NCGA, 7:iS)

Dogrusallik

5-80 pg/mL derisim araliginda 2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA’nIn
standart karisim ¢ozeltilerinin analizi ile oluturulan kalibrasyon egrilerinin dogrusal
oldugu gorulmustir (Sekil 4.6). Yontemin dogrusalliginin kontroli igin kalibrasyon
egrilerinin dogrusalliklarinin kontrol grafikleri Sekil 4.7’de verilmistir.

Calisilan metabolitlere ait kalibrasyon dogrularinin ANOVA analiz sonuglari
Tablo 4.8’de ve dogrusallik kontrol grafikleri ile olusan dogrularin analiz sonuglari da

Tablo 4.9'de gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Metabolitlerin GC-MS yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrileri.
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Sekil 4.7. Metabolitlerin GC-MS yontemi ile elde edilen dogrusallik kontrol grafikleri.
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Tablo 4.8. Metabolitlerin kalibrasyon dogrularinin 6zellikleri.*

a b p R? F
2-HB 0,5928 -2,7271 0,0049 0,9980 3000,7
PGA 0,0600 -0,2051 0,0292 0,9979 1912,3
GA 0,0711 0,1756 0,1600 0,9959 982,9
4-OHGA 0,2416 -1,2844 0,0117 0,9971 1379,8
NAGA 00,0998 -0,2154 0,1113 0,9978 1801,1
NCGA 0,3305 -1,6447 0,0733 0,9916 475,1

*y = ax+b (y=metabolit pik alani / iS pik alani; x = metabolit derisimi/iS derisimi; a= egim; b= kesisim).
p: Kesisimin olasilik degeri, biitiin metabolitler icin 0.0000 < p; R%: Tanimlayicilik katsayisi;p F: Varyans
analizi icin hesaplanan deger.
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Tablo 4.9. Metabolitlerin dogrusallik kontrol grafiklerine iliskin 6zellikler*.

a b P R? F
2-HB 1,0001  0,00006 0,9999  0,9989 27495
PGA 0,9996  0,0004 09997 09992 20257
GA 0,0998  -0,0005 09997 09979 30234

4-OHGA 1,0001 0,0001 0,9999 0,9981 2263,64

NAGA 1,0001 0,0004 0,9997 0,9988 1752,2

NCGA 0,9999 -0,0001 0,9999 0,9986 645,7

*y = ax+b (y=metabolit pik alani / iS pik alani; x = metabolit derisimi/iS derisimi; a= egim; b= kesisim).
p: Kesisimin olasilik degeri, biitiin metabolitler icin 0.0000<p; R?: Tanimlayicilik katsayisi; F:varyans
analizi i¢in hesaplanan deger.

Alti metabolit icin dogrusal aralik 5-80 pg/mL olarak belirlenmistir.

Duyarhhk

Kalibrasyon egrisinin kesisim degerinin standart sapmasi ( o) ve kalibrasyon
dogrusunun egimi (S) kullanilarak; LOD = 3,3 o /S ve LLOQ=10 o /S formdlleri ile
gozlenebilme sinirt ve tayin alt siniri belirlenmistir. LLOQ degerinin BSS ve BH

degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.10).



Tablo 4.10. Duyarlilk testi sonuglari (n = 6).
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LOD (ug/mL) LLOQ (ug/mL) *BSS *BH
2-HB 1,31 3,96 0,42 -0,24
PGA 1,28 3,85 0,51 -1,24
GA 1,59 4,84 1,14 0,55
4-OHGA 1,57 4,76 1,7 -0,20
NAGA 0,32 0,96 1,38 0,84
NCGA 0,27 0,83 0,46 0,22

*LLOQ degerlerine ait hesaplamalar

Dogruluk

3 farkli derisimde (10, 40 ve 60 pg/mL) hazirlanan alti farkli seride calisma

standart ¢ozeltilerinin analizine iliskin glin igi ve glinler arasi dogruluk ¢alismalarindan

elde edilen veriler kalibrasyon egrilerine gére degerlendirilmis ve BH degerleri

hesaplanmistir (Tablo 4.11 ve 4.12).
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Kesinlik

3 farkli derisimde (10, 40 ve 60 pug/mL) hazirlanan alti farkli seride ¢alisma
standart ¢ozeltilerinin analizine iliskin giin igi ve guinler arasi kesinlik ¢calismalarindan
elde edilen veriler kalibrasyon egrilerine gore degerlendirilmis ve BSS degerleri
hesaplanmistir (Tablo 4.11 ve 4.12).

Enjeksiyon tekrarlanabilirligi icin elde edilen veriler Tablo 4.13’de verilmistir.

Tablo 4.13. Enjeksiyon tekrarlanabilirligi verileri* (40 ug/mL) (n=10)

X 40,59+0,71
2-HB ss 0,93
BSS 2,28

X 40,13 $0,09
PGA ss 0,26
BSS 0,66

X 40,02+0,15
GA ss 0,08
BSS 0,19

X 40,11+0,43
4-OHGA ss 0,17
BSS 0,44

X 40,23+0,15
NAGA ss 0,13
BSS 0,32

X 40,10+0,64
NCGA ss 0,38
BSS 0,96

* X: Ortalama(pg/mL £ standart hata, SS: Standart sapma, BSS:Bagil standart sapma(%).

Tutarhhk, farkhh analizci etkisi ile degerlendirilmistir. 10 ve 60 pg/mL
derisimlerdeki standart ¢ozeltiler iki farkli analizci tarafindan hazirlanmis ve ayni
optimum deney kosullarinda analiz edilerek sonuclari Tablo 4.14 ve Tablo 4.15de

karsilastirmali olarak verilmis ve farkin anlamliligi istatistiksel olarak gosterilmistir (p

<0,05).
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Tablo 4.14. Tutarlilik galismalarina ait bulgular*(10 pug/mL) (n = 6).

1. Analizci 2. Analizci
X 10,47+0,71 10,31+0,71
2-HB SS 0,11 0,16
BSS 1,09 1,56
p =0,873, z=-0,16, U=17
X 10,16+0,09 10,16+0,09
PGA SS 0,1 0,1
BSS 1,02 1,00
p =0,336, z=-0,96, U=12
X 10,17+0,15 10,36+0,15
GA SS 0,18 0,18
BSS 1,77 1,70
p =0,109, z=-1,60, U=8
X 10,25+0,43 10,337+0,43
4- SS 0,13 0,13
OHGA BSS 1,32 1,26
p =0,423, z=-0,80, U=13
X 10,47+0,15 10,31+0,15
NAGA SS 0,11 0,16
BSS 1,09 1,56
p =0,109, z=-1,60, U=8
X 10,34+0,64 10,47+0,64
SS 0,12 0,18
NCGA
BSS 1,13 1,74
p =0,149, z=-1,44, U=9

* X: : Ortalama (ug/mL) £ standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma (%)



Tablo 4.15. Tutarlilik galismalarina ait bulgular*(60 pug/mL) (n = 6).

1.Analizci 2. Analizci
X 60,51+0,71 60,0310,71
>-HB SS 0,80 0,31
BSS 1,32 0,52
p =0,336, z=-0,96, U=25
X 59,56+0,09 60,12+0,09
SS 1,06 0,44
PGA BSS 1,77 0,72
p =0,423, z=-0,80, U=17
X 60,34+0,15 59,99+0,15
SS 0,84 0,89
GA
BSS 1,40 1,48
p =0,630, z=-0,48, U=24
X 60,13+0,43 60,40+0,43
4- SS 0,28 0,52
OHGA BSS 0,47 0,86
p =0,149, z=-1,44, U=21
X 59,83+0,15 60,31+0,15
SS 0,42 0,39
NAGA BSS 0,71 0,65
p =0,054, z=-1,92, U=17
X 60,10+0,64 60,21+0,64
SS 0,29 0,39
NCGA
BSS 0,49 0,65
p =0,630, z=-0,48, U=15

* X: Ortalama (ug/mL) £ standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma(%)

Sonuglar

Mann-Whitney

U Testi

kullanilarak

istatistiksel
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olarak

karsilastirilmistir. |Z] < 1.96, P >0.05 ve Uhesap < Utablo (29) oldugundan iki analizci

arasindaki farkin anlamsiz oldugu ve yontemin analizci degisimine karsin tutarli

oldugu belirlenmistir.
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Saglamlik

Optimum deney kosullarindaki akis hizinda (0,99 mL/dk) kugciik degisiklikler
yapilarak (0,79 ve 1,19 mL/dk) yontemin saglamligi incelenmistir. 10 ve 60 pg/mL
derisimlerde hazirlanmis olan standart karisim ¢ozeltileri analiz edilmistir.
Degisikliklere ait degerlendirmeler optimum deney kosullarinda yapilan analizlerle
karsilastirilarak bulunan sonuglar istatistiksel degerlendirmeleri ile Tablo 4.16’da

verilmistir.
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Sonuclar tek tek optimum kosullarda elde edilen bulgular ile t-testi
kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Trapo = 2,78>thesap (p<0,05)
oldugundan aralarindaki farkin anlamsiz ve yontemin gaz akis hizindaki degisimlere

karsi saglam oldugu bulunmustur.

Tasinma

60 pg/mL derisimdeki ¢alisma standardinin ardindan analizi gergeklestirilen
bos ¢ozeltide 2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA igin siraslyla bulunan miktarlar
0,10, 0,00, 0,74, 0,93, 0,11 ve 0,13 pg/mL’dir.

Geri Kazanim

2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA i¢in 5, 10, 20 ve 40 pg/mL
derisimlerdeki standart karisim ¢ozeltilerinin eklendigi plazmalardan yapilan geri
kazanim galismalarinda elde edilen ortalama geri kazanim degerleri Tablo 4.17’de

verilmistir.

Tablo 4.17. Ortalama geri kazanim degerleri (n=3).

Ortalama geri kazanim (%)

2-HB 92,81
PGA 98,91
GA 95,84
4-OHGA 108,91
NAGA 91,14

NCGA 93,95
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5.TARTISMA

Bu tez galismasi kapsaminda Preeklampsi hastaliginin erken teshisi amaciyla
kullanilmasi dnerilebilecek 2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA adli hedeflenmis
metabolitlerin GC-MS ile ayni anda analizlerinin gercgeklestirildigi bir yontem
gelistirilmis ve gelistirilen yontem validasyon parametreleri dogrultusunda

degerlendirilmistir.

Yontemin Optimizasyonu

2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA’nin GC-MS ile analizlerinde
bilesiklerin daha ugucu ve kararl hale gelmesi ve kromatogramdaki piklerin daha
diizglin olmasi amaciyla tirevlendirme islemi yapilmigtir. Tirevlendirme igin MBTFA,
MTBSTFA, MSTFA, MSTFA + %1 TMCS gibi farkl tiirevlendirme reaktifleri denenmistir.
Gahsilan metabolitlerin silil tiirevlerinin olugsmasi ve elde edilen sonuglarin daha iyi
olmasi nedeniyle galismalarda MSTFA + %1 TMCS reaktifi kullaniimasi secilmistir.
2-HB, GA, 4-OHGA ve NCGA trimetilsilil (TMS) tlrevlerinin kitle

spektrumlarinda temel iyon piklerin 73 m/z degerinde oldugu gorilmis ancak s6z
konusu pik tirevlendirme reaktifine ait olmasi nedeniyle tanimlayici pik olarak
alinmamis; 2-HB, GA, 4-OHGA ve NCGA icin sirasiyla 131, 246, 244 ve 153 m/z
degerlerindeki iyonlar secilmistir. PGA ve NAGA icin segilen iyonlar 156 ve 216 m/z
degerinde olup ayni zamanda spektrumdaki temel piklerdir. Calisilan alti metabolit
icin Sekil 4.2’de yer alan kiitle spektrumlarinda goériilen ve Tablo 4.1’ de belirlenen
secilen iyonlara ait olasi parcalanma Urilinlerinin asagida belirtilen sekilde olustugu
ongorulmektedir.

e 2-HB-2TMS M(248)-CH3;CH,=219, 219-0TMS=131

e PGA-TMS M(273)-OTMS =184, 184-C0O=156

e GA-3TMS M (362)-CO-OTMS+H = 246

e 4-OHGA-3TMS M(379)-NH,=363, 363-0TMS=274, 274-C0=246, 246-2H=244

e NAGA-2TMS  M(333)-CO-0TMS=216

e NCGA-2TMS  M(334)-CO-OTMS-CH,=203, 203-NH-CO-NH,=153
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Tiurevlendirme basamaginin optimizasyonu galismalari kapsaminda ilk olarak
37, 50 ve 60°C sicaklikta 10, 20, 25, 30 ve 40 dk gibi farkh zaman dilimlerinde
calismalar yapilmistir. 50 ve 60°C sicakliklarda gergeklestirilen analizlerde pik
alanlarinda ciddi bozulmalarin oldugu goriilmis ve piklerin PAQ’lari hesaplanmistir.
PAO degerleri g6z onine alindiginda simetrik piklerin 37°C sicakhkta 20 dk
bekletilerek elde edildigi gorilmustir.

Ayrica MSTFA + %1 TMCS tirevlendirme reaktifi icin 50, 60, 70, 80, 90, 100 L
miktarlar eklenerek analizler yapilmistir. GA, NAGA ve NCGA igin 60 ul’den az
turevlendirme reaktifi kullanildiginda pik alaninin azaldigi ancak 60 pl’den fazla
kullanildiginda ise pik alaninda 6nemli bir degisiklik olmadigi; 2-HB, PGA ve 4-OHGA
icin ise 60 pL’den az kullanimda pik alaninda 6nemli bir degisiklik olmadig1 ancak 60
pl’den fazla kullanimda pik alaninda azalma oldugu gortlmustir (Sekil 4.3). Bu
sonuglar goéz 6niine alinarak en uygun tlrevlendirme reaktif hacmi olarak 60 pL
segilmistir.

Turevlendirme basamaginda MSTFA + %1 TMCS reaktifi eklenmeden 6nce 20
uL metoksiamin hidroklorir/piridin  ¢ozeltisi eklenerek 30°C sicakhikta 90 dk
bekletilmis ardindan MSTFA + %1 TMCS reaktifi eklenerek analiz gerceklestirilmistir.
Sililleme sirasinda aldehit veya keton gruplari tirevlendirmede metoksiamin
kullanimiile korunmaktadir. Aksi halde alfa-keto asitlerine ait karboksil gruplarindan
karbondioksit kaybi ve kromatogramda iki farkli pik olusabilmektedir (82,83). Bu tez
kapsaminda metoksiamin hidroklorlr/piridin ¢ozeltisinin tirevlendirmeye etkisini
gormek amaciyla metoksiamin hidroklorlr/piridin ¢ozeltisi eklenerek elde edilen
sonuclar, ekleme yapilmadan dogrudan MSTFA + %1 TMCS reaktifi eklenerek
turevlendirilen c¢ozeltilerin analiz sonuglari ile karsilastirilmistir  (Sekil 4.4).
Metoksiamin hidroklorir/piridin ¢ozeltisi eklenmeden dogrudan MSTFA + %1 TMCS
reaktifi eklenerek yapilan ¢alismalarin pik alanlarinin ¢ok az da olsa daha iyi oldugu
gorulmuistir. Ayni zamanda metoksiamin hidroklortr/piridin ¢dzeltisinin toksisitesi
yiksek bir bilesik oldugu da gbz oniine alinarak tirevlendirme basamaginin

metoksiamin hidroklorir/piridin ¢ozeltisi eklenmeden yapilmasina karar verilmistir.
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Alti metabolitin kromatografik analizlerinde DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25
pum) kapiler kolon kullaniimistir. En uygun firin sicaklik programinin belirlenmesi
amaclyla Tablo 4.3’te verilen bes farkh sicakhk programinda analizler
gerceklestirilmistir. Firin sicaklik programi agisindan denenen her kosul icin k', R, PAO
kromatografik parametreleri hesaplanmistir (Tablo 4.4). S6z konusu sistem uygunluk
parametrelerinden R’nin 2’den biyik, PAO’nin 1 oldugu, 60 °C’de 1 dk bekletildikten
sonra, sicaklik dk’da 10 °C artirilarak 200 °C’ye, ardindan dk’da 30 °C artirilarak 320
°C’ye ulastigi ve bu sicaklikta da 5 dk bekletildigi firin sicaklik programi segilmistir.

Yapilan kromatografik kosul optimizasyon cgalismalari sonucunda toplam
analiz stiresi 24 dk’dir (Sekil 4.5). Metabolitlerden 2-HB, PGA, GA, NAGA ve NCGA
tirevlerinin GC-MS sistemiyle gerceklestirilen analizinde alikonma zamanlari sirasiyla
9,05, 14,58, 14,88, 16,70 ve 17,67 dk olarak bulunmustur. 2-HB, PGA, GA, NAGA ve
NCGA metabolitlerine ait kaynama noktalari sirasiyla 124.56°C, 239,15°C, 333,8°C,
324°C ve 438°C'dir. Bu metabolitlerin molekdil agirliklari ise sirasiyla 104, 129, 147,
189 ve 190’dir. Kaynak arastirmasinda 4-OHGA’ya ait kaynama noktasi verisine
ulasilamamistir. S6z konusu metabolitin molekil agirhgr 163 ve kromatogramdaki
alikonma zamani 15,92 dk oldugundan kaynama noktasinin GA ve NAGA'nin kaynama
noktalari arasinda olabilecegi disintlmektedir. Sonugta metabolitlerin alikonma
zamanlari ile kaynama noktalari arasindaki iliskinin  dogrusal oldugu
degerlendirilmistir.

Gaz kromatografisinde tasiyici gaz olarak Sekil 2.12’de de gorildigi lizere en
iyi dogrusal hiz araligina sahip olan He gazi tasiyici gaz olarak kullanilmistir.

Standart karisim ¢6zeltisi (10 pg/mL), He akis hizinin 0,79, 0,99 ve 1,19 mL/dk
oldugu durumlarda gerceklestirilmis ve verilerden akis hizinin artmasi ile teorik
tabaka sayisinin (N) azaldigi ve teorik tabaka yulksekliginin (H) arttigi goézlenmistir
(Tablo 4.5). Van Deemter grafigi (Sekil 2.6) incelendiginde optimum akis hizina H
degeri minimum oldugunda ulasilacagi goriilmektedir. En diisik H degerine 0,79
mL/dk hizinda ulasiimakla birlikte bu akis hizinda analiz siresinin uzadigi géz 6niine

alinarak He gazinin akis hizi 0,99 mL/dk olarak segilmistir.
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Kromatografik analizlerde enjeksiyon hacmi ve hizindaki belirsizlikler 6nemli
bir problemdir. Ozellikle GC'de sicak bir bdlgeye yapilan enjeksiyonda enjektér
ucundaki buharlasma, enjeksiyonu yapilan numune hacminde ciddi degisikliklere
neden olabilir. Analiz sonrasi elde edilen sonuglarin givenilirligini artirmak igin ig
standart ekleme yontemi kullanilarak numune enjeksiyonundan kaynaklanan hatalar
en aza indirilebilmektedir. i¢c standart seciminde, diger bilesenlerin piklerinden iyi
ayrilmis olmasina dikkat edilmelidir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda radyo izotop
isaretli, endojen olmayan miristik asit-d27 i¢ standart olarak segilmistir. Calisilan alt
metabolitin olusan tirevlerine ait alikonma zamanlari standart hata ile birlikte Tablo
4.1'de verilmistir. Miristik asit-d27'nin alikonma zamani ise 17,3 + 0,02 olarak
bulunmustur (Sekil 4.5). Standart hatanin disik olmasi yontemin dis faktérlerden
etkilenmedigini de gostermektedir.

GC-MS sistemi ile analize baslamadan 6nce ve belirli araliklarla kalibrasyonu
yapilmistir. Sistem otomatik ayari, ucuculugu ve kararliig oldukca yiksek olan
perfluorotributilamin (PFTBA) ile gerceklestirilmistir. Analize baslamadan 6nce Tablo
2.6’da verilen kabul kriterlerinin saglandigi belirlenmistir. Sekil 4.1’de GC-MS
cihazindan alinan otomatik ayar ciktisina ait bir 6rnek yer almaktadir.

Calisilan GC-MS sisteminin, uygunlugu USP’ye gbre degerlendirilmistir (Tablo
4.6). Elde edilen degerlerin belirtilen sinirlar icinde BSS<%1, k’>2, R>1,5, N>2000 ve
PAO<1,5 bulunmus olmasi sistemin s6z konusu metabolitlerin analizlerini

gerceklestirmek icin uygun oldugunu gostermektedir.
Kromatografik Yontem Validasyonu

Alti metabolitin ayni anda GC-MS ile analizini gergeklestirebilmek igin
gelistirilen yonteminin kararlihk, 6zglinlik, dogrusallik, duyarlilik, dogruluk, kesinlik,
saglamlik, tasinma ve geri kazanim parametreleri ile sistem uygunlugu incelenerek
validasyonu gerceklestirilmistir.

40 pg/mL derisimde hazirlanan standart karisim ¢ozeltisinin kisa déonem igin
oda sicakhginda 6, 12, 24 s ve oto Ornekleyicide 24 s; stok ¢ozeltilerin uzun dénem

icin dondurucuda (-20°C) bir ay bekletilmesi sonucunda (n = 3) kalan analit miktarlari
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ve ayni derisimde taze hazirlanan g¢ozeltilerin analiz sonuglarina gére ylzde degisim
oranlari hesaplanmistir (Tablo 4.7). SOz konusu karsilastirmada degisimin %2’den az
oldugu ve bunun sonucunda metabolitlerin calisilan kosullarda kararli oldugu
saptanmistir.

2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA standart karisim ¢ozeltilerinin artan
derisimlerde yapilan analizlerinde kromatogramlarda her metabolite ait allkonma
zamaninda tek bir pikin goriilmesi, alikonma zamanlarinin BSS degerlerinin 2’den az
olmasi (Tablo 4.6), baska maddeye ait pik gorilmemesi (Sekil 4.5) ve kromatogramda
her metabolit icin belirlenen allkonma zamanin GC-MS kiutlphanesindeki degerler ile
eslesmis olmasi yOntemin secici oldugu gostermistir. GC-MS kitlphanesinde
bulunmayan 4-OHGA icin yontem segciciligi kaynak arastirmalari ve artan derisimlerde
analizlerinin gergeklestirilmesiyle degerlendirilmistir.

Alti metabolite ait kalibrasyon egrileri ¢izilmis olup metabolitlerin 5-80 pug/mL
derisim araliginda dogrusal oldugu (Sekil 4.6) ve ayrica dogrusalligin géstergelerinden
biri olan tanimlayicilik katsayisinin (R?)>0,9916 oldugu bulunmustur. Olmasi gereken
derisimlerin, analiz sonucunda elde edilen pik alani orani verilerinin kalibrasyon
dogrusu denkleminde yerine konulmasiyla bulunan derisimlere goére grafige
gecirilmesiyle derisim-sonug arasindaki iliskinin dogrusalliginin kontroli saglanmistir
(Sekil 4.7). Calisilan metabolitlere ait kalibrasyon dogrulari (Tablo 4.8) ve dogrusallik
kontrol grafikleri ile olusan dogrularin (Tablo 4.9) ANOVA analiz sonuglari da
yontemin dogrusalligini géstermistir.

Duyarlihik ¢calismasi kapsaminda gergeklestirilen analizlerde 2-HB, PGA, GA, 4-
OHGA, NAGA ve NCGA icin LOD degerleri sirasiyla 1,31, 1,28, 1,59, 1,57, 0,32 ve 0,27
ug/mL; LLOQ degerleri ise sirasiyla 3,96, 3,85, 4,84, 4,76, 0,96 ve 0,83 pug/mL olarak
bulunmustur. LOD ve LLOQ degerleri yontemin metabolitlerin plazmadan analizleri
icin yeterli duyarhlikta oldugunu géstermektedir. Ayrica LLOQ degerleriigin BSS ve BH
degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.10). Elde edilen sonuclardan BSS degerinin en diisik
%0,42 ve en yiksek %1,7 oldugu; BH degerinin ise en dislik %0,2 ve en yiiksek %0,84

oldugu gorilmustir. Bu sonuglar biyoanalitik yéntem kilavuzlarinda belirtilen %20
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sinir degerinin altinda olmasi tayin alt siniri degerinde de yéntemin dogru ve kesin
oldugunu gostermektedir.

10, 40 ve 60 pg/mL derisimlerde hazirlanan alti farkli seride galisma standart
¢ozeltilerinin analizine iliskin glin ici ve glnler arasi dogruluk ve kesinlik ¢alismalari
yapilmistir (Tablo 4.11 -Tablo 4.12). Bagil hata degerleri glin igi en diisiik %-0,89 en
ylksek %1,77, glinler arasi en diisiik %-1,21 ve en yuksek %0,88 olarak bulunmustur.
Gun ici kesinlik calismalarinda BSS degeri en disik %0,32, en yliksek %2,78 ve glinler
arasinda da en diisiik %0,16, en ylksek %4,10 olarak bulunmustur. Elde edilen BSS ve
BH degerlerinin %15’in altinda bulunmasi gelistirilen yontemin kesin ve dogru
oldugunu gostermektedir.

Enjeksiyon tekrarlanabilirligi calismalari icin 40 pug/mL derisimde on tekrarli
analizler gerceklestiriimis elde edilen sonuglar lizerinden SS ve BSS degerleri
hesaplanmistir (Tablo 4.13). En duslik BSS degerinin %0,19, en yiiksek BSS degerinin
%2,28 olmasi enjeksiyon tekrarlanabilirliginin bir gostergesidir.

Yontemin kesinligi iki farkh analizci tarafindan 10 ve 60 pg/mL derisimlerdeki
standart ¢ozeltilerin ayni optimum deney kosullarinda analiz edilerek sonuclarinin
Mann Whitney U testi uygulanarak karsilastirilmasi ile de incelenmistir (Tablo 4.14-
Tablo 4.15). 2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA igin Unesap degerleri sirasiyla (10
ug/mL) 17,12, 8,13,8,9; (60 ug/mL) 25,17, 24, 21,17, 15 bulunmustur. |Z]<1.96,
p>0.05 ve Unesap < Urablo (29) oldugundan aralarindaki farkin anlamsiz ve yontemin
analizci degisimine karsin tutarhh oldugunun saptanmasi yontemin kesinligini
destekler niteliktedir.

Yontemin saglamligi tasiyici gaz akis hizinda degisiklikler yapilarak
incelenmistir. Degisikliklere ait degerlendirmeler optimum deney kosullarinda
yapilan analizlerle karsilastirilarak bulunan sonuglarin istatistiksel degerlendirmeleri
yapilmis (Tablo 4.16) ve thesap degerinin en disik 0,04 ve en yiksek 2,53 oldugu
gorllmustir. tiablo = 2,78>thesap (P<0,05) oldugundan aralarindaki farkin anlamsiz ve
yontemin gaz akis hizindaki degisimlere karsi saglam oldugu bulunmustur.

60 pg/mL derisimdeki ¢alisma standardinin ardindan analizi gerceklestirilen

bos ¢cozeltide 2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA icin sirasiyla bulunan miktarlar
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0,10, 0,00, 0,74, 0,93, 0,11 ve 0,13 pg/mL’dir. Bulunan bu miktarlar ¢alisilan alti
metabolitin herbirine ait LLOQ degerinin %20’sinden az oldugundan séz konusu
tasinmanin ihmal edilebilir diizeyde oldugu gorilmastar.

Alti metabolit i¢in 5, 10, 20 ve 40 pg/mL derisimlerdeki standart karisim
¢ozeltilerinin eklendigi plazmalardan yapilan geri kazanim galismalarinda elde edilen
ortalama geri kazanim degerleri %91,14 - %108,91 arasinda bulunmustur (Tablo

4.17). Bu bulgular yontemin dogrulugunu desteklemektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Preeklampsi hastaliginin erken tanisinda kullanilmak amaciyla hedeflenen alti
metabolitin ayni anda analizleri icin GC-MS yontemi gelistirilmistir.

Yapilan kaynak incelemelerinde glutamin, taurin, histidin, 3-hidroksivalerik
asit, 2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA ve NCGA’nin preeklampsi hastaliginin erken
tanisinda biyobelirte¢ olarak kullanilmak Gzere Onerilmekte oldugu saptanmistir.
Ancak mevcut GC-MS sistemi ile glutamin, taurin, histidin ve 3-hidroksivalerikasit igin
cevap alinamadigindan tez g¢alismasinda hedeflenen 2-HB, PGA, GA, 4-OHGA, NAGA
ve NCGA metabolitlerinin analizleri gergeklestirilmistir. Kaynaklarda bu alti
metabolitin ayni anda analiz edildigi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica
kaynaklarda 4-OHGA, NAGA ve NCGA’nin miktar tayinine iliskin bilgi de yer
almamaktadir.

Alti metabolitin GC-MS ile birarada analizlerinin gergekleslestiriimesinde DB-
5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) kapiler kolon kullanilmistir. Optimum kromatografik
kosullarin belirlenmesi icin yapilan analizler sonucunda en uygun firin sicaklik
programinin; firin sicakhginin 60 °C'de 1 dk bekletildikten sonra, dk’da 10 °C
artirilarak 200 °C’ye, ardindan dk’da 30 °C artirilarak ile 320 °C’ye ulasildigl ve bu
sicaklikta 5 dk bekletildigi program oldugu saptanmis ve analizler bu kosullarda
gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak He kullanilmis olup gazin akis hizi 0,99
mL/dk’dir. Analizler bélmeli (1:10) enjeksiyon ile gerceklestirilmistir. i¢ standart
olarak miristik asit-d27 kullaniimistir. Yapilan kromatografik optimizasyon c¢alismalari
sonucunda toplam analiz 24 dk’da tamamlanmistir.

Gelistirilen yontemin, biyoanalitik validasyon parametreleri (US FDA)
acisindan degerlendirilmesi sonucunda, alti metabolitin analizi igin kararli, 6zgiin,
dogrusal, duyarli, dogru, kesin ve saglam oldugu kanitlanmistir.

Bu tez calismasinda alti metabolitin ayni anda GC-MS ile analizlerinin
yapilabildigi bir yontem gelistirilmesi ve yontemin preeklampsi hastaligi olan
gebelerden alinan kan orneklerine uygulanmasi hedeflenmis idi. Ancak diinya

genelinde etkisini gosteren ve kamu saghgini ciddi derecede tehlikeye atan COVID-19
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salgini nedeniyle preeklampsili hastalardan kan 6rnegi toplanamamistir. Bu nedenle
tez kapsaminda alti hedeflenen metabolitin ayni anda analizinin gerceklestirildigi bir
GC-MS yonteminin optimizasyonu ve validasyonu yapilmistir.

Bilimsel kaynaklarda yer almasi amaglanarak gelistirilen yontemin,
preeklampsi hastaliginin erken teshisi icin biyobelirte¢c belirlenmesi konusunda
yapilacak ¢alismalara yol gosterici olacagi boylelikle maternal mortalite ve morbidite

oranlarinin azalmasina katki saglayacagi diisiniimektedir.
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8. EKLER

EK 1. istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma (BSS) = Standart sapma x 100
Aritmetik ortalama

Bagil Hata Hesaplanmasi

Bagil Hata (BH) = (Olmasi gereken miktar — Bulunan miktar) x 100
Olmasi gereken miktar

Standart Hata Hesaplanmasi

Standart Hata (SH) = Standart sapma
VOlciim sayisi

% Geri Kazanim Hesaplamasi

% Geri Kazanim = Bulunan miktar x 100
Olmasi gereken miktar
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