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OZET

Ozkan E..Down Sendromunun Tamsina Yonelik Secilmis Metabolitlerin Gaz
Kromotografisi Kiitle Spektrometrisi ile Tayini. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2017. Down Sendromu, genetik diizensizlik sonucu insanin 21. kromozom ¢iftinde
fazladan bir kromozom bulunmasi durumundan ortaya ¢ikan yaygin bir genetik
bozukluktur. Metabolomik; belirli bir zaman diliminde dokularda, hiicrelerde ve
fizyolojik sivilarda kii¢clik molekiillii metabolitlerin (molekiiler agirligi <1000 Da)
tammmlanmast ve miktarlarinin  belirlenmesidir.  Metabolitler, biyokimyasal
reaksiyonlarin ara {iriinleridir ve canli hiicre icerisinde gergeklesen birbirinden farkli
bir¢ok yolagin baglanmasinda rol alirlar. Tez ¢alismasinda Down Sendromunun erken
tanisinda ayirict oldugu diisiintilen 2-hidroksi biitirik asit, 3-hidroksi biitirik asit, -
hidroksi izovalerik asit, Urasil, Glutamik asit, Maltoz ve Melezitoz metabolitleri
secilmistir. 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 (6 dk) firin sicaklik programinda, hareketli faz olarak helyum ve
akis izt 2,80 mLdk™ ve i¢ standart olarak miristik asit-d27 kullanilarak GC-MS
yontemi ile yapilmistir. Gelistirilen yontem, kararlhilik, 6zgiinliikk, dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, duyarhilik, saglamlik, tutarlilik ve sistem
uygunluk parametreleri degerlendirilerek valide edilmistir. Gelistirilen ve valide
edilen yontem Down Sendromu tanis1 konmus hasta gebe ve saglikli gebelerden alinan

plazmalara uygulanmis ve istatistiksel agidan farklilagmanin oldugu bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Down Sendromu, Metabolomiks, Gaz Kromatografisi-Kiitle

Spektrometrisi



ABSTRACT

Ozkan E., Determination of selected metabolites with gas chromatography-mass
spectrometry for down syndrome diagnosis. Hacettepe University Institute of
Health Sciences, Analytical Chemistry Program, M.Sc., Thesis, Ankara, 2017
Down Syndrome is a common genetic disorder arising due to the condition that
humans having an additional chromosome within 21st chromosome couple.
Metabolomics is identification and quantification of small molecule metabolites
(molecular weight <1000 Da) presence in tissues, cells and physiological fluids within
a certain period of time and determining their amounts. Metabolites are midproducts
of biochemical reactions and take part in bonding metabolic paths, each different than
each other, occuring in living cell. Considered to be differentiators of early diagnosis
of Down Syndrome, 2-Hydroxybutyric acid, 3-Hydroxybutyric acid, p-
Hydroxyisovaleric acid, Urasil, Glutamic acid, Maltose and Melezitose metabolites
were chosen. Analysis of the metabolites were conducted by GC-MS method using
%?5 phenyl %95 dimethylpolisiloxan (30 m x 0,25 mm, 0,25 um) capillary column, at
60°C (1 min), 10°C min? with 200°C and 30°C min*? with 320°C 6 min oven
temperature program, as helium mobile phase and flow rate of 2,80 mL min* and
adding myristic acid-d27 as internal standard. Developed method was validated by
parameters of stability, selectivity, linearity, accuracy, precision, repeatabilty,
sensitivity, robustness, ruggedness and system compatibility. Developed and validated
method was applied to plasma samples taken from pregnants diagnosed with Down

Syndrome and healthy pregnants and found to be statistically different.

Keywords: Down Syndrome, Metabolomics, Gas Chromatography-Mass

Spectrometry
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1. GIRIS

Down Sendromu, genetik diizensizlik sonucu insanin 21. kromozom ¢iftinde
fazladan bir kromozom bulunmasi durumu ve bunun sonucu olarak ortaya ¢ikan
yaygin bir genetik bozukluktur. Tirkiye'de her canli dogumdan ortalama 1/700
oraninda Down Sendromu olan bebek diinyaya gelmektedir. Down Sendromu olasiligi
annenin yasi ile dogrusal olarak artmaktadir (1). Down Sendromu tanis1 amniyosentez
stvisinda kromozom sayimi ve Koryon Villus Biyopsisi (CVS) adli invaziv yontemler
ile konulmaktadir (2). Ancak bu invaziv yontemler gebeligin erken sonlanmasina
(diisiik) neden olabilmektedir. Invaziv test yapilmasi gereken kisilerin daha iyi
secilmesi ile diisik riski en aza indirilebilir ve sadece yiiksek riskli (pozitif)
gebeliklerde invaziv tam1 yOntemleri uygulanabilir. Bu tez calismasinda, Down
Sendromu tanisinin, plazmadan bulunacak yeni metabolitler (biyobelirtegler) ile
invaziv olmayan yontemle yliksek kesinlikte belirlenmesi planlanmistir. Bylece anne
saglig1 korunup saglikli bireylerin dogmasina yapilacak katki ile toplum sagliginin

korunmasi amaglanmaktadir.

Bu ¢alismada kaynaklarda Down Sendromu’nun tanisi i¢in Onerilen nitel
analizi yapilan metabolitlerden 3-Hidroksi biitirik asit (3-HB) ve B-Hidroksi izovalerik
asit (B-HIVA) ile birlikte Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi
tarafindan desteklenen G014/173 no’lu proje kapsaminda yapilan hedeflenmemis
metabolomik ¢alismalar sonucunda, hasta ve saglikli gebelerde farklilasgtigi belirlenen
2- Hidroksi biitirik asit (2-HB), Urasil (URA), Glutamik asit (GLU), Maltoz (MAL)
ve Melezitoz (MEL) olmak tizere toplam yedi metabolit se¢ilmistir.

Metabolomik; belirli bir zaman diliminde dokularda, hiicrelerde ve fizyolojik
stvilarda kiiclik molekiillii metabolitlerin (molekiiler agirligi <1000 Da) tanimlanmasi
ve miktarlarinin  belirlenmesidir. Metabolomik analizler, hedeflenmis ve
hedeflenmemis analizler olarak gergeklestirilmektedir. Hedeflenmemis analizlerle

hastalik tan1 ve tedavisi i¢in yeni belirteclerin miktar tayinleri yapilmaktadir.

Kaynaklarda se¢ilen metabolitlerin bir arada tayinlerini igeren nitel veya nicel
herhangi bir analiz yontemi bulunmamaktadir. Bu tez caligmasinda, segilen yedi

metabolitin Down Sendrom’lu hasta gebe ve saglikli gebelerde miktarlarin ne oldugu



ve nasil bir farklilasma gosterdiginin bulunmasi amaciyla, secilen metabolitlerin
plazmadan bir arada analizleri i¢in kromatografik davraniglarinin incelenerek GC-MS
ile yontem gelistirilmesi ve gelistirilen yontemin plazma analizlerine uygulanmak

tizere valide edilmesi planlanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Down Sendromu

Trizomi 21 olarak da bilinen Down Sendromu, genetik diizensizlik sonucu
insanin 21. kromozom ¢iftinde fazladan bir kromozom bulunmasi durumu ve bunun
sonucu olarak ortaya ¢ikan yaygin bir genetik bozukluktur (3). Normalde, her bir insan
hiicresi 23 c¢ift farkli kromozom igermektedir. Her bir kromozom viicudumuzun
diizgiin gelisimi ve bakimi igin gereklidir. Insanlarda 23 kromozom yumurta
hiicresiyle anneden ve 23 kromozom sperm hiicresiyle babadan kalitim yoluyla
gelmekte ve toplamda normal gelisim i¢in 46 kromozoma sahip olmak gerekmektedir.
Down Sendromu’nda anneden kalitsal yollarla gelen ¢ift kopya kromozom, 21
babadan gelen tek kromozom 21 ile birlesince toplamda 3 kromozom 21 olmakta ve
toplamda 47 kromozom bulunmaktadir. Bu bozukluga Trizomi 21 adi verilmistir.
Trizomi 21 nedeniyle Down Sendromu olan kisiler, Down Sendromu’na sahip kisilerin
%095’ini olusturmaktadir. Down Sendromu’na neden olan bir diger bozukluk ise
translokasyondur. Down Sendromu olan kisilerin yaklagik %3-4’ii translokasyon
sebebiyle bu hastaligi tagimaktadir. Translokasyon 21. kromozomun bagka bir
kromozoma (genellikle 14. kromozoma) yapigmasi sebebiyle gerceklesir. Bu
durumda, ebeveynlerden gelen kromozom 2 tane 21. kromozom ve bagka bir
kromozoma yapisan fazladan kromozom 21 genleri vardir. Down Sendromu’nun bir
diger nedeni ise mozaiklemedir. Mozaiklemenin Down Sendromu’na etkisi %1 dir.
Mozaiklemede, bazi hiicreler 46 kromozom igerirken bazi hiicreler fazladan 21.
kromozoma sahip olmasi nedeniyle 47 kromozom icermektedir. Down Sendromu
tasiyan kisilerin ¢ogunlugu hafiza ile ilgili problemleri ve 6grenme giicliigii, kafa, yiiz
anormallikleri, kas gevsekligi sorunlar1 yasarlar. Bunlara ek olarak bazi Down
Sendromu olan kisiler dogustan kalp bozukluklari, 16semi, mide ve bagirsak
bozukluklari tasirlar.

Tiirkiye'de her canli dogumdan ortalama 1/700 oraninda Down Sendromu olan
bebek diinyaya gelmektedir. Down Sendromu olan ¢ocuk sahibi olma olasilig1 annenin
yasi ile dogrusal olarak artmaktadir. Giiniimiizde Down Sendromu’na sahip kisilerin
sayis1 artmakta olup bu durum annelerin ¢ocuk sahibi olma yasinin 35 yas ve iizerine

cikmasiyla iligkilendirilmektedir (1).



Down Sendromu tanis1 amniyosentez stvisinda kromozom sayimi ve CVS adli
invaziv yontemler ile konulmaktadir (2). Ancak bu invaziv yontemler gebeligin erken
sonlanmasina (diisiik) neden olabilmektedir. invaziv test yapilmas1 gereken kisilerin
daha 1yi secilmesi ve sadece yiiksek riskli gruplara amniyosentez uygulanmasi ile

diisiik riski ve olusabilecek komplikasyonlar en aza indirilebilir.
2.2. Metabolomik Analizler

Gelismis teknolojiler sayesinde yapilan genomik, transkriptomik, proteomik ve
metabolomik (omiks) tarama analizleri hastaliklarin mekanizmasini detayli olarak
anlamak, onlarin erken tanisim1 kolaylikla saptamak ve bireye Ozel tedavileri
uygulamak i¢in detayli bilgiler verir. En yeni omiks teknolojisi, metabolomik
analizlerdir.

Metabolom, bir hiicre veya organizmadaki metabolizmanin tiimii olarak
tanimlanir. Metabolomik, metabolomda bulunan kiigiik molekiillii metabolitlerin
analitik teknikler kullanilarak yiiksek duyarlilikla saptanmasi, tanimlanmasi ve
miktariin belirlenmesidir.

Metabolitler, biyokimyasal tepkimelerin ara iiriinleridir ve canli hiicre
igcerisinde gerceklesen birbirinden farkli bircok yolagin baglanmasinda rol alirlar.
Kiiciik molekiiller, peptitler, oligoniikleotidler, sekerler, niikleozidler, organik asitler,
ketonlar, aldehitler, aminler, aminoasitler, lipitler, steroitler, alkaloidler ve ilaglar,
birer metabolit olup molekiil agirliklar1 1000 Da’dan daha kiigtiktiir.

Metabolitlerin kandaki seviyesi, hiicresel fonksiyonlarin isleyisi hakkinda bilgi
verir ve bu sayede genetik veya cevresel faktorlere bagli hiicrenin veya dokunun
fenotipini agiklar. Ozellikle son yillarda, metabolomik calismalar; biyobelirteg
tayininde, enzim substrat iliskisinde, ilag aktivite ¢alismalarinda, metabolik yolak
analizlerinde yaygm olarak kullanilmaktadir. Metabolit profilleme ¢aligmalar,
metabolit ayirim teknikleri olan gaz kromatografisi (GC), s1ivi kromatografisi (LC) ve
kapiler elektroforez (CE) ve metabolit tayin teknikleri olan kiitle spektrometrisi (MS)
ve niikleer manyetik rezonansspektroskopisi (NMR) analizlerinden olusmaktadir.

Glinlimiizde metabolomik analizlerin 6zellikle kanser tanisinda ve tedavisinde
sikga kullanildigr gozlenmektedir. Metabolitler hastaliklarin tanimlanmasi sirasinda

iyi birer biyobelirte¢ (biomarker) gorevi yaparlar. Biyobelirtegler, viicut tarafindan



tiretilen ve viicut sivilarinda belirlenebilen 6zel bir siireci, durumu veya hastaligi
belirten maddelerdir. Bu metabolitler sayesinde kisiye ve hastaliga 6zel tedavi
yontemleri uygulanabilmektedir. Saglik bilimleri alaninda devrim niteliginde olan bu
analizler, insan sagligina verilen 6nemi kaynaklardaki c¢alismalarda goézler Oniine

sermektedir (4-6).
2.3. Metabolitler

Bu tez calismasinda, Down Sendromu’nun erken tanisinda kullanilmak iizere
kaynaklarda rastlanan 3-HB ve B-HIVA (7) ile “Down Sendromunun Yiiksek
Secicilikte Tanis1 I¢in Metabolomik Yaklasimlar” isimli Hacettepe Universitesi
Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenen GO14/173 no’lu proje
kapsaminda secici oldugu belirlenen 2-HB, URA, GLU, MAL ve MEL olmak iizere

toplam yedi metabolit secilmistir.
2.3.1. 2-Hidroksi biitirik asit (a-Hidroksi biitirik asit) (2-HB)

2-HB, a-ketobiitirat’tan tiiretilen bir organik asittir. 2-HB’nin IUPAC
adlandirilmasi, kapali formiilii, molekiil agirligi, pKa, logP ve polarizasyonu, sudaki
¢oziinlirliigl, erime noktas1 ve molekiil yapist Tablo 2.1°de gosterilmistir.

2-HB, o-ketobiitiirat’in laktat dehidrojenaz (LDH) ya da a-hidroksi biitirat
dehidrojenaz (a-HBDH) tarafindan katalize edilen tepkime araciligiyla olusumu
sirasinda  yan {riin olarak ortaya ¢ikar (8). a-ketobiitiirat ise aminoasit
katabolizmasinda (treonin ve metiyonin) ve glutatyon anabolizmasinda sistein olusum
yolaginda iretilir ve propiyonil-KoA ve karbon diokside metabolize olur. Temel
olarak, treonin katabolize eden ya da glutatyon sentezleyen memeli hepatik dokular
icinde olusur. Oksidatif strese veya detoksifikasyona ugrayan karacigerdeki
ksenobiyotikler, hepatik glutatyon sentezi oranini ¢ok fazla arttirabilir. 2-HB, hem
insiilin direnci hem de artan lipid oksidasyonu ve oksidatif stres dolayisiyla ortaya
¢ikan bozulmus glukoz toleransi igin erken bir belirtegtir (8). Laktik asidoz ve
ketoasidoz hastalarinin idrarinda bulunur. Yetersiz enerji metabolizmas1 oldugunda
viicuttaki derisimi yiikselir (6rnegin dogumdaki oksijensiz kalma) ve yeni dogan

gelisimi sirasinda merkezi sinir sistemini etkileyen metabolik hastaliklara aktarilir.



Son zamanlarda, plazmadaki yiiksek 2-HB seviyelerinin erken evre tip Il
diyabet i¢in iyi bir belirteg oldugu gozlenmistir (9). 1970’lerin ortasinda yapilan
calismalardan, 2-HB’nin iiretimindeki en 6nemli fakt6riin artan NADH/NAD oram

oldugu sonucu ¢ikarilmstir (10).
2.3.2. 3-Hidroksi Biitirik Asit (B-Hidroksi Biitirik Asit) (3-HB)

3-HB, bir keton cisimcigidir ve asetoasetatin indirgenmis seklidir. 3-HB’nin
IUPAC adlandirilmasi, kapali formiilii, molekiil agirligi, pKa, logP ve polarizasyonu,

sudaki ¢oziliniirliigii, erime noktasi ve molekiil yapis1 Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Karacigerdeki asetil-KoA/KoA oranmi dengelemek icin ketojenaz olarak
bilinen yolla, asetil KoA’larin asetat gruplari, suda ¢oziinen lipid tiirevleri olan keton
cisimciklerine doniiserek karacigeri terkederken, serbest kalan KoA’lar yeni yag
asitlerinin p-oksidasyona girmelerini saglar. Kandaki glukoz miktar1 diistiigii zaman
kan yoluyla karaciger dis1 dokulara taginarak sitrik asit siklusunda oksitlenir ve kalp,
kas, bobrek ve beyin tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilir (Sekil 2.1). 3-HB,
kandaki toplam keton cisimciklerinin %75-80’ini olusturur (11). Kalici hafif
hiperketonemi yenidoganlar i¢in yaygin bir bulgudur. Keton cisimcikleri, 6zellikle
gelisen memelilerin beyin ve cigerlerindeki ekstrahepatik dokular i¢in vazgecilmez bir
enerji kaynagidir. Ayrica, bu cisimcikler kolesterol, yag asitleri ve karmasik lipidlerin
sentezi i¢in asetoasetil-KOA ve asetil-KoA saglar. Dogum sonrasi periyodun
baslarinda, asetoasetat (AcAc) ve 3-HB, beyin gelisimi ve miyelinasyon icin gerekli
fosfolipid ve sfingolipidlerin sentezinde substrat olarak glukoz yerine tercih edilir.
Dolayisiyla dogum sonrasi gelisimin ilk iki haftasinda, kolesteroliin biriktigi ve
fosfolipidlerin hizlandig1 zaman, lipidlerin ig¢ine baglanan keton cisimcigin miktari
artar. Diger yandan, bu artig aktif miyelinasyon periyodu boyunca serebrosid sentezi
icin kullanilir. Akcigerdeki fosfolipid sentezinde oncii olarak Ac glukoza gore daha

etkili ¢alisir (11).
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Sekil 2.1. Keton cisimlerinin karacigerde sentezi
2.3.3. B-Hidroksi Izovalerik Asit (3-Hidroksi izovalerik Asit) (B-HIVA)

B-HIVA, insanda bulunan, idrarla atilan bir metabolittir. B-HIVA’nin IUPAC
adlandirilmasi, kapali formiilii, molekiil agirligi, pKa, logP ve polarizasyonu, sudaki
¢Oziiniirliigl, erime noktast ve molekiil yapis1 Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Bu bilesik, dihidrolipoamid dehidrojenaz eksikligi, 3-metilkrotonil-CoA
karboksilaz 1 eksikligi, 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA liyaz eksikligi gibi gesitli
kalitsal hastaliklarda yiiksek seviyelerde bulunur. B-HIVA miktar sigara i¢inlerde,
karbamazepin ve/veya fenitoin ile antikonviilzan terapiye uzun siire maruz kalmis

kisilerde artar. Cig yumurta beyazinin uzun dénem tiiketimi de artisa neden olur (12).
2.3.4. Urasil (URA)

URA cogunlukla dogal olarak olusan, pirimidin grubunda yer alan bir niikleotit
olup sadece RNA’da bulunur. URA’nin IUPAC adlandirilmasi, kapali formiilii,
molekiil agirligi, pKa, logP ve polarizasyonu, sudaki ¢oziiniirliigii, erime noktast ve

molekiil yapis1 Tablo 2.1°de gosterilmistir.

URA adeninle baz c¢ifti olusturur ve DNA’daki timin ile yer degistirir.
URA’nin metilasyonu timini tretir. URA’nin viicut i¢indeki kullanimi, riboz ve
fosfatlara baglanarak hiicre fonksiyonu icin gerekli olan bir¢ok enzimin sentezine
yardimer olmaktir. Birgok onemli biyokimyasal tepkime igin koenzim ve allosterik
diizenleyici gibi davranir. Niikleozit bazindan olusan URA, iiridin olarak adlandirilir;

tridin difosfat ve f{iridin trifosfat, hayvanlardaki Karbamoil Fosfat Sentaz Il



aktivitesini diizenler. Uridin difosfat-glikoz, glikojen sentezinde anahtar tepkime olup
URA bu dongiide yer almaktadir (Sekil 2.2). URA, aldehitler i¢indeki sekerlerin

aktariminda ve polisakkaridlerin biyosentezinde bulunur (11).
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Sekil 2.2. Glikojen sentezinde a-1,4 baglarinin olusumu
2.3.5. Glutamik Asit (GLU)

GLU, genellikle glutamat olarak adlandirilir, beyin ve omuriligin baslica uyar1
vericisidir. GLU nun IUPAC adlandirilmasi, kapali formiilii, molekiil agirhigi, pKa,
logP ve polarizasyonu, sudaki ¢6ziiniirligii, erime noktas1 ve molekiil yapis1 Tablo

2.1’de gosterilmigtir.

GLU, beyindeki uyarici iletinin %75’inden sorumludur. Aminoasitlerin en
onemli katabolik yolu, karbon iskeletinden yararlanmak icin azotu uzaklastirarak a-
keto asitlere doniismektir. Amin grubundan olusan amonyak iireye doniistiiriilerek
viicuttan atilir. Bu olay, transaminasyon ve dezaminasyon tepkimeleri ile
gerceklestirilir. Transaminasyon tepkimesi ile aminoasitlerden azotun uzaklastirilmasi

dongiisiinde, glutamat dehidrojenaz tepkimesi yer almaktadir (Sekil 2.3).



a-ketoglutarik a-amino asit
NH; \/’ \ /'

Transaminaz
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dehidrojenaz /K
Glutamik asit a-keto asit

Sekil 2.3. Glutamat dehidrojenaz tepkimesi

Transaminasyonda amag, amin grubunu tek bir aminoaside yonlendirmektir.
Cift substratli ve ¢ift yonli olan bu tepkimeye bir aminoasit ve o-keto asit girer;
aminoasidin amin grubu a-keto aside aktarilir ve glutamat ile bir a-keto asit olusur.

Transaminasyon glutamat olusumu ile sonlanir (Sekil 2.4).

A OH
1 0-¢
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| o ALT Q
CH, + CH;—C-C-OH CH;—CH-C-OH + CH,
CHa 9 NH; CHy
O:(|3 Piruvat Alanin 0=(!-:
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OH 0-¢ | oH
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ey, |, o
v CHa GHa 0=C
(;Hz C|3H2 (iJHz
Aspartat a-ketoglutarat Glutamat Oksalasetat

Sekil 2.4. Serum glutamat-piriivat ve serum glutamat-oksalasetat transaminaz

tepkimeleri

Glutamattan tek yonlii bir tepkime ile sentezlenen glutamin, karaciger, lenfosit
ve makrofaj mitokondrisinde glutamin katabolizmasinda yer alir; aspartat ve asparagin

sentezinde kullanilir (11).
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2.3.6. Maltoz (MAL)

MAL ya da malt sekeri en basit disakkarittir. MAL’1n IUPAC adlandirilmasi,
kapali formiilii, molekiil agirligi, pKa, logP ve polarizasyonu, sudaki ¢6ziintirligi,

erime noktasi ve molekiil yapisi Tablo 2.1°de gosterilmistir.

MAL, besinlerden alinan nisastanin pankreas ve tiikiiriikte bulunan a-amilaz
tarafindan hidrolizi sonucu ortaya ¢ikar. iki mol D-glikozun a-1,4 glikozid bag: ile
baglanmasi sonucu olusur (Sekil 2.5). MAL olusumuna katilan glikozlardan birinin
aldehit grubu (1.C) digerinin alkol grubu (4.C) ile glikozid bag1 olusturur. Glikozid
bagi olustuktan sonra birinci glikozun serbest aldehit grubu yokken, ikinci glikozun
1.C’nu bag yapimina katilmadigi igin serbesttir. Sonu¢ olarak MAL’mn yapisinda
serbest bir aldehit grubu bulunur ve bu nedenle indirgen bir sekerdir. Suda kolaylikla
¢oziiliir (11). MAL’a bir birim daha glukoz eklenirse maltotrioz ortaya ¢ikar. Ilaveler

maltodekstrinleri olusturur ve en sonunda nisasta olusur.

Sekil 2.5. a-1,4 glikozid bag1 ile MAL olusumu
2.3.7. Melezitoz (MEL)

MEL, indirgenmeyen trisakkarit sekerdir. MEL’in IUPAC adlandirilmasi,
kapali formiilii, molekiil agirligi, pKa, logP ve polarizasyonu, sudaki ¢6ziintirligi,
erime noktast ve molekiil yapisi1 Tablo 2.1°de gosterilmistir.

MEL, yaprak bitleri dahil olmak {izere bitki 6zii yiyen bocekler tarafindan
enzim tepkimesi sonucu tiretilir. Kendi su potansiyelini azaltarak ozmoz stresini
diistiriir; boylece boceklere fayda saglar. MEL yaprak 6zsuyunun bir pargasidir, arilar
igin bir yiyecek ve karincalar i¢in cezbedici olarak gérev yapar. MEL, sakkarozun

izomeri olan turanoz ve glukoza kismen hidroliz olabilir (12).



Tablo 2.1. Metabolitlere iliskin molekiiler 6zellikler
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Kapah Molekiil log | Polarizasyon Sudaki Erime
Maddeler IUPAC adi fonpt | agwnz | pKa Pg overi (13) coziiniirligii | noktas1 |  Molekiil yapisi
(g mol?) s (mgmL?) | (°C)
H OH
2-HB 2-hidroksi biitanoik asit | CsHsOs | 104,10 | 3,99 |0,05 9,98 484,00 44,20 HSC\/'QfO
OH
OH ©
3-HB 3-hidroksi biitanoik asit | CsHgOs 104,10 | 4,41 0,'39 10,10 539,00 46,00 ch)\/u\OH
CH; O
3-hidroksi-3-metil - 65,00- M
B-HIVA biitanoik asit CsH10s | 118,13 | 4,55 011 11,75 384,00 67.00 HaC OH
OH
Q
1,2,3,4- ) NH
URA tetrahidropirimidin-2-4- | C4HsN202 | 112,09 | 9,77 086 9,37 26,50 330,00 | /J§
dion '
N @]
H
O Q
GLU (25)-2- CsHoNOs | 147,13 | 1,88 | ... 13,32 80,60 210 HOJ\/\H\OH
aminopentandioik asit ' ' 3,50 ' ' L
2




Tablo 2.1. Metabolitlere iliskin molekiiler 6zellikler
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Kapah Molekil log | Polarizasyon Sudaki Erime
Maddeler IUPAC ada fornl:iilii agirhg1 | pKa Pg dederi (13) coziiniirliigii | noktasi Molekiil yapisi
(g mol) y (mgmLY) | (°C)
(2R,3S,4S,5R,6R)-2- Hll.] HD.HJ_
(hidroksi metil)-6- - 102,00- Lo Lgon
MAL [87002,70“,15]hepta C12H22011 342130 11175 4,70 31143 586100 103,00 OH .:,-l: OH
dekan-14-one aH o o
III.'].]
Pant A
(2R,3R,4S,58,6R)-2- A
oksolan-2-yl]oksi}-6- - oH g N
MEL (hidroksi metil)oksan- Ci1sH32016 504,44 11,86 6,30 46,29 781,00 153,00 HO ] o aH
3,4,5-triol S
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2.4. Secilen Metabolitlerin Gaz Kromatografisi ile Analizleri

Calismamizda GC ile ¢alisilmast planlanmis oldugundan, séz konusu
metabolitlerin plazma ve serumdan sadece GC ile yapilmis olan analizleri tez

kapsaminda irdelenmistir (Tablo 2.2).

Kaynaklarda, se¢ilen metabolitlerden 2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU,
MAL’in tekli; 2-HB, 3-HB ve GLU’nun ikili ve igli; 2-HB ve URA’nin ikili
analizlerinin serum ve plazmadan GC ile yapilmis oldugu goriilmektedir. Ancak serum

ve plazmadan MEL analizine rastlanmamustir.

S6z konusu metabolitlerin HPLC (13), LC-MS (14), CE (15), UPLC (16) ve

NMR (17) yontemleri ile tekli, ikili ve liglii analiz ¢aligmalar1 bulunmaktadir.

Kaynaklarda MEL’in GC-MS, LC-MS ve HPLC yontemleriyle analizine
rastlanmistir (18-20). Ancak plazmadan GC yontemi ile analizi bulunmamaktadir.
Omegin, Sanz ve arkadaslari, nektar bal ve tatli baldan MEL’in ve benzer sekerlerin

nitel analizini GC-MS yontemi ile gergeklestirmislerdir (21).



Tablo 2.2. Secilen yedi metabolit i¢in GC ile yapilan analiz yontemlerini igeren kaynaklar
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Metabolit | Analitik Kolon Hareketli Faz / | Tiirevlendirme Firin Sicaklik Program Enjeksiyon Detektor ve | Nitel-Nicel Kaynak
Fonksiyonel Grup Akis Hizi Tiirit ve | Iyonizasyon No
(mL dkt) Oram Tiirii
2-HB Silika kapiler kolon Helyum /1.0 MeOX / piridin 70°C (4 dk) Bolmesiz MS-EI Nitel (22)
(30 m x 0,25 mm, 0,25 pm) (50 uL, 60 dk, 70°C) [ ® 8°C/dk
BSTFA —— 300°C (3 dk)
(100 pL, 60 dk, 70°C)
2-HB Ergitilmis  silika kapiler | Helyum/ 1.0 BSTFA + %1 TMS 60 °C (3 dk) Bolmesiz MS-EI Nitel (23)
kolon (100 pL, 60 dk, 90°C) [ »7°C/dk
(30 m x 0,25 mm, 0,25 um) L »140°C (4 dK)
—»5°C/dk
—»300°C (1 dk)
2-HB Ergitilmis silika kapiler | Helyum MTBSTFA (60°C) 60 °C (2 dk) Bolmeli MS-EI Nitel (29)
kolonlar, DB-5 —»3°C/dk 1:10
(30 m x 0,25 mm, 0,33 pm) - 280°C
DB-17
(30 m x 0,25 mm, 0,11 um)
2-HB Ergitilmis _silika kapiler | 1,0 MeOX/piridin 70 °C (2dk) R MS Nitel (25)
kolon (960 dk, 25°C) - »20°C / dk
(30 m x 0,25 mm, 0,25 um) MSTFA + %1 TMCS  |——»320°C (2 dk)
(30 uL, 60 dk, 25°C)
2-HB Kapiler kolon Helyum /0,5 TEA (5 uL), toluen (20 | 100 °C (2 dk) Bolmeli MS-EI Nitel (26)
3-HB (25 m x 0,20 mm, 0,11 pm) uL) ve MTBSTFA —»5°C / dk 1:10
GLU (20 uL, 60 dk, 25°C)  |——»300°C




15

Metabolit | Analitik Kolon Hareketli Faz / | Tiirevlendirme Firin Sicaklik Program Enjeksiyon Detektor ve | Nitel-Nicel Kaynak
Fonksiyonel Grup Akis Hizi Tiiril ve | Iyonizasyon No
(mL dk?t) Oram Tiirii
2-HB HP-5MS kolon Helyum /3 MeOX / piridin 70 °C (2 dk) Bolmesiz MS-EI Nitel 27)
URA (29 m x 250 pm, 0,25 pum) (50 uL, 90 dk, 60°C) T 5°C/dk
@7) MSTFA T 200°C (1 dk)
(100 pL, 90 dk, 60°C) T 320°C / dk (5 dk)
2-HB Ergitilmis silika kapiler | Helyum MeOX / piridin 80 °C (2 dk) - MS Nicel (28)
GLU kolon (40 pL, 90 dk, 30°C) —» 50C/dk Duyarhilik: 55,9-
(28) (30 m x 0,25 mm, 0,25 pum) MSTFA - » 330°C (6 dk) 78,0
(20 uL, 0,5 sa, 37°C) Ozgiilliik: 69,8-
65,1
Dogruluk: 63,1-
71,3
2-HB HP-5 kapiler kolon Helyum /23,3 Piridin 150 °C (5 dk) Bolmeli MS-EI Nicel (12)
3-HB (50 m x 0,2 mm, 0,5 pum) (25 uL, 45 dk, 90°C)  —— 10°C / dk 1:28
MSTFA —%300°C
(100 pL, 4 sa, 90°C) —» 20°C / dk
——» 320°C
GLU Helyum / 20,2 Piridin 150 °C (3 dk) Bolmeli (29)
(25 uL, 45 dk, 90°C) | ——p 7°C/dk 23:2:1

MSTFA
(100 pL, 4 sa, 90°C)

L » 210°C
. 7°C/dk
- » 310°C
5 10°C/dk
5 320°C
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Metabolit | Analitik Kolon Hareketli Faz / | Tiirevlendirme Firin Sicaklik Program Enjeksiyon Detektor ve | Nitel-Nicel Kaynak
Fonksiyonel Grup Akis Hizi Tiiril ve | Iyonizasyon No
(mL dk?t) Oram Tiirii
3-HB Ergitilmis  silika kapiler | Helyum/1 MeOX / piridin 70 °C (2 dk) Bolmesiz MS Nitel (30)
kolon (30 uL, 960 dk, 25°C) | 30°C/dk
(10 m x 0,18 mm, 0,18 pm) MSTFA + %1 TMCS  |[—— 310°C (2 dk)
(30 uL, 60 dk, 25°C)
3-HB CP-Sil 8CB- kapiler kolon | Helyum/1 MeOX / piridin 80 °C (2 dk) Bolmeli MS-EI Nitel (31)
2-HB (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm) (50 uL, 90 dk, 30°C) [ ® 15°C / dk 1:25
GLU MSTFA+%1TMCS [ ® 320°C (6 dk)
(25 uL, 30 dk, 37°C)
3-HB DB-5 kapiler kolon 11,2 BSTFA + %1 TMCS 60 °C (2 dk) Bolmesiz MS Nicel (32)
(30 m x 0,25 mm, 0,25 ym) (70 uL, 10 dk, 90°C) [ ® 20°C / dk LOD: 2mg /L
—» 180°C LOQ: 7mg/L
—» 500C / dk Dogrusallik:
—» 250°C (1 dk) 50-500 mg /L
GK: % 82
3-HB Phenomenex Zebron ZB- | - BSTFA + %1 TMCS 60°C - MS Nicel (33)
5MS kapiler kolon (75 pL, 5 dk, 90°C) L » 20°C/dk LOD:1mg/L
(30 m x 0,25 mm, 0,25 pum) —— 180°C LOQ:3mg/L
% 50°C /dk Dogrusallik:
L » 250°C 3-25mg/L
3-HB DBWAX Azot - 60°C - FID Nitel (34)

(30 m, 0,5 mm)
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Metabolit | Analitik Kolon Hareketli Faz / | Tiirevlendirme Firin Sicaklik Program Enjeksiyon Detektor ve | Nitel-Nicel Kaynak
Fonksiyonel Grup Akis Hizi Tiiril ve | Iyonizasyon No
(mL dk?t) Oram Tiirii
3-HB Ergitilmis  silika kapiler | Azot TFA 60°C (2 dk) Bolmeli FID Nitel (35)
2-HB kolonlar, DB-5 (10 pL, 20 dk, 60°C) L » 3%C/dk
(30 m x 0,25 mm, 0,25 um) ——» 280°C
ve DB-17
(30 m x 0,25 mm, 0,25 um)
3-HB Kapiler kolon, DB-5MS Helyum /1 MeOX / piridin 60 °C (3 dk) Bolmeli MS-EI Nitel (36)
GLU (30 m x 250 pm, 0,25 pm) (30 uL, 60 dk, 70°C) Ly 7°C/dk 1:10
MSTFA L » 140°C (4 dk)
(50 uL, 90 dk, 40°C) | 4 5°C/dk
———» 180°C (6 dk)
% 5°C/dk
—— 280°C (2 dk)
3-HB Kapiler kolon, Ultra-2 Helyum /0,5 MeOX 100 °C (2 dk) Bolmeli MS-EI Nicel (37)
(25 m x 0,20 mm, 0,11 pm) (30 dk, 60°C) | y10°C/dk 1:10 LOD: 0,7 pg/L
MTBSTFA ———145°C Dogrusallik:
(20 uL, 30 dk, 60°C) | 5.30°C/dk 0,02-2 ug /L
——300°C (3 dk)
3-HB Cam kolon, Azot / 25 - 125°C - FID Nitel (38)
(1,5 m x 2 mm)
3-HB Cam kolon, Azot - - - FID Nitel (39)
2-HB (1 mx2mm)
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Metabolit | Analitik Kolon Hareketli Faz / | Tiirevlendirme Firin Sicaklik Program Enjeksiyon Detektor ve | Nitel-Nicel Kaynak
Fonksiyonel Grup Akis Hizi Tiiril ve | Iyonizasyon No
(mL dk?t) Oram Tiirii
3-HB Ergitilmis  silika kapiler | Helyum/1 MeOX 70°C (2 dk) Bolmesiz MS Nitel (40)
GLU kolon (30 uL, 960 dk, 25°C) | 5 35°C/dk
(10 m x 0,18 mm, 0,18 pm) MSTFA + %1 TMCS | ——» 305°C (2 dk)
(30 uL, 60 dk, 25°C)
3-HB Kapiler kolon, HP Ultra-2 Helyum /0,5 MeOX 100 °C (2 dk) Bolmeli MS-EI Nitel (41)
(25 m x 0,20 mm, 0,11 pum) (30 dk, 60°C) L »5%C/dk 1:10
MTBSTFA —— 2500C
(20 uL, 30 dk, 60°C) L »20°C/dk
——»300°C(5 dk)
B-HIVA CPSil-19CB kapiler kolon Helyum BSTFA, piridin, TMCS | 75°C Bolmeli MS Nicel (42)
(5:1:0,05) (60 dk, 60°C) [ 5°C / dk 1:50
—— 250°C (15 dk)
B- HIVA Ultra-2 Kapiler kolon Izobiitan %10 HCI-n-biitanol - Kolona MS-El ve CI Nitel (43)
(25 m x 0,32 mm, 0,52 pm) (150 pL, 10 dk, 30°C) enjeksiyon
URA Supelco SPB-20 Kapiler | Helyum/1 Pentafluorobenzil 100 °C (1 dk) Bolmesiz MS-EI Nicel (44)
kolon | »250C/dk Dogrusallik:
(15 m x 0,25 mm, 0,25 um) ——»190°C 0,025-250 uM
———10°C / dk GK: % 95,8 +2
—— 230°C
—»25%C / dk

L 5 290°C (2 dk)
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Metabolit | Analitik Kolon Hareketli Faz Tiirevlendirme Firin Sicaklik Program Enjeksiyon Detektor ve | Nitel-Nicel Kaynak
Fonksiyonel Grup Akis Hizi Tiiril ve | Iyonizasyon No
(mL dk?t) Oram Tiirii
URA Ergitilmis  silika kapiler | - BSTFA / TMCS (10:1) |—— 60°C Bolmeli MS-EI Nitel (45)
kolon DB-5 (100 pL) — »17°C/dk 1:10
(30 m x 0,25 mm, 0,25 pm) L »310°C
URA®46) | - - Pridin (25 pL) N N MS-El Nicel (46)
MSTFA (75 L) GK: %75
(30 dk, 70°C)
URA HP-5 Azot/ 15 Etil 90°C (1dk) Bolmeli - Nicel @7
(30 m x 0,32 mm, 0,25pm) Kloroformat | 25°C/dk 1:10 LOD: 0,1 pmol /
——» 250°C (1 dk) L
Dogrusallik:
0,5-50 umol / L
GK: % 98-100
URA HP-5MS Helyum BTFMBzBr 100°C (1 dk) Bolmesiz MS-NCI Nicel (48)
"(as"é)' 'ﬁ]r f%'g’; m,0,25 ) L 525C/dk GK: % 99,4
——» 240°C
—— 20°C / dk
—— 280°C (2 dk)
URA HP-5 Azot/ 15 Izobiitil kloroformat 100°C (1 dk) Bolmeli - Nicel (49)
(30 m 0,32 mm, 0,25 ym) ——>300C / dk 1:10 LOD: 0,08 umol
—— 280°C (2 dk) /L
URA DB-5kimyasal bagli kapiler | - - - MS- NCI Nicel (50)
kolon
(15 m x 0,32 mm, 0,25 pum)
URA HP-5 - MeOX / piridin - - MS Nitel (51)

(30 m x 0,32 mm, 0,25 pm)
Rtx-200

(2,5 uL, 90 dk, 30°C)
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Metabolit | Analitik Kolon Hareketli Faz / | Tiirevlendirme Firin Sicaklik Program Enjeksiyon Detektor ve | Nitel-Nicel Kaynak
Fonksiyonel Grup Akis Hizi Tiiril ve | Iyonizasyon No
(mL dk?t) Oram Tiirii
(2 mx 0,25 mm, 0,25 pm) MSTFA + %1 TMCS
(22,5 pL, 30 dk, 37°C)
MAL DB-5MS kapiler kolon Helyum /1 MeOX / piridin 80°C (2 dk) Bolmesiz MS-EI Nitel (52)
(30 m x 250 pm, 0,25 pm) (80 uL, 90 dk, 30°C) [ 5°C/dk
BSTFA + %1 TMCS —— 285°C (7 dk)
(80 uL, 120 dk, 70°C)
GLU DB5-MS ergitilmis silika Helyum MeOX / piridin 70°C (3 dk) Bolmeli MS-EI Nitel (53)
kapiler kolon 0 0 .
(30 m * 250 pm, 0,25 ym) (65 uL, 90 dk, 37°C) L »5°C/dk 1:10
MSTFA + %1 TMCS  ——300°C (5 dk)
(40 uL, 60 dk, 37°C)
GLU Rtx-5MS ergitilmis silica Helyum /1 MeOX / piridin 80°C Bolmesiz MS-EI Nitel (54)
kapiler kolon 0 . ) )
(30 m * 250 um, 0.25 ym) (15 pL) L »8C/dk 1:20 LOD: 0,01-4,23
BSTFA + %1 TMCS ——»200°C mmol / L
35uL) 30°C / dk LOQ : 0,02-7,07
—
—— 300°C mmol/L
GK: % 129,40
GLU DB-1 kapiler kolon Helyum /1 HFBA 80°C Bolmesiz MS-EI Nitel (55)
(30 m > 250 pm, 0,25 pm) (50 uL, 20 dk, 60°C) | 5 159C/dk GK: % 100
BSTFA + %1 TMCS —— 250°C
(80 uL, 120 dk, 70°C)
GLU DB-5MS kapiler kolon Helyum MeOX / piridin 60°C (1 dk) Bolmesiz MS-EI Nitel (56)
(30 m > 250 um, 0,25 pm) (20 uL, 20 dk, 80°C) | 5.10°C /dk

MSTFA

— »325%C (10 dK)
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Metabolit | Analitik Kolon Hareketli | | Tiirevlendirme Firin Sicaklik Program Enjeksiyon Detektor ve | Nitel-Nicel Kaynak
Fonksiyonel Grup Akis Hizi Tiiril ve | Iyonizasyon No
(mL dk?t) Oram Tiirii
HP-5 (91 uL, 20 dk, 80°C) 70°C (4 dk) (56)
(30 m x 320 um, 0,25 pm) L, 20°C/dk
—— 300°C (5 dk)
GLU HP-1 Helyum / 1 MeOX / piridin 80°C (2dk) Bolmeli MS Nitel (57)
(30mx0,2 mm, 0,11 pum) (80 uL, 90 dk, 30°C) | »10°C/dk 1:10
MSTFA + %1 TMCS ——» 230°C
(80 uL, 60 dk, 70°C) [ 40°C / dk
———310°C (3 dk)
GLU DB5-MS ergitilmis silika | -/ 1 MeOX / piridin 70°C (2 dk) R - Nitel (58)
kapiler kolon (30 uL, 960 dk, 25°C) | 5 35°C /dk
(10 m x 180 pm, 0,18 pm)
MSTFA + %1 TMCS ——»310°C(2 dk)

(30 uL, 60 dk, 25°C)

El: Elektron yakalama, Cl: Kimyasal iyonizasyon, NCI: Negatif kimyasal iyonizasyon, DB-5: %5 fenil- %95 metilpolisiloksan, DB-17: %17 fenil-%93 metilpolisiloksan, DB-5MS:
%S5 difenil ¢apraz bagli %95 dimetilpolisiloksan, Ultra-2: %5 difenil ¢apraz bagli %95 dimetilpolisiloksan, HP-1: %100 dimetilsiloksan, HP-5: : %5 fenil- %95 metilpolisiloksan, HP-
5MS: %5 difenil ¢apraz bagli %95 dimetilpolisiloksan, CP-Sil: Organik karisgim, CP Sil-19CB:%14 siyanopropil fenil-%86 dimetilpolisiloksan, ZB-5MS:%5 fenil ariyen-%95
dimetilpolisiloksan, SPB-20: %20 fenil-%80 dimetilpolisiloksan, DBWAX:Polietilen glikol, Rtx-5MS: difenil dimetilpolisiloksan, DB-1: dimetilpolisiloksan, MeOX: Metoksiamin
MSTFA:N-metil-N-
(trimetilsilil)trifluoroasetamit, TMCS:Trimetilklorosilan, TFA:Trifluoroasetik asit anhidriti, BTFMBzBr:3, 5-bis(triflurometil)benzil bromit, HFBA:Heptafluobutirik anhidrit, LOD:
Gozlenebilme siirr, LOQ:Alt tayin sinir, FID: Alev iyonizasyon dedektorii

hidrokloriir,

BSTFA:N,O-bis(trimetilsilil)trifluoro-asetamit,

TMS: Trimetilsilil,

MTBSTFA:N-tert-butildimetilsilil-N-metiltrifluoroasetamit,
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2.5. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimdaki bilesenlerin bir kolonun i¢ yiizeyine veya diiz
bir ylizeye tutturulmus olan sabit fazda, sabit fazin arasindan ve lizerinden gegen
hareketli faz yardimiyla farkli hizlarla siirliklenmeleri veya hareket etmeleri
sonucunda birbirlerinden farkli bantlar veya bolgeler olusturarak ayrilmasidir (59).
Kromatografide hareketli faz gaz, sivi veya siiperkritik bir akigkan olabilirken; sabit
faz kat1 ya da kat1 bir destek materyaline emdirilmis sividir. Kromatografik analiz,
kimyasal bilesimlerin belirlenmesinde, ayrilmasinda, saflastirilmasinda ve tayin

edilmesinde yaygin olarak kullanilan bir analitik tekniktir (60).
Kromatografide Kullamilan Hareketli ve Sabit Fazlar

Kromatografide sabit faz olarak kullanilan dolgu maddeleri yilizey alanini
arttirir. Yiizeyi asidik ozellik gosteren silikajel en sik kullanilan sabit fazdir. Bunu
sirastyla ylizeyi bazik olan aliimina ve nétral olan komiir takip eder (60). Sabit faza
ornek olarak florisil, kalsiyum karbonat ve kalsiyum oksit, magnezyum karbonat ve
magnezyum oksit, fullerler, diatome topraklari, poliamitler, nisasta, toz seker, talk da
verilebilir. S1v1 hareketli faz olarak su basta olmak iizere tiim organik ¢oziiciiler ve tiim
coziiclilerin farkli oranlardaki karisimlar1 ile gaz ve siiperkritik ¢oziiciiler

kullanilabilir.
2.5.1. Kromatografi Tiirleri

Kromatografik yontemler, sabit faz ile hareketli faz arasindaki fiziksel
etkilesim incelenerek uygulama bi¢imine, hareketli faz tipine ve ayirma
mekanizmasina gore olmak tizere {i¢ farkli sekilde smiflandirilir. Kromatografinin

siniflandirma bicimi Sekil 2.6’da gosterilmistir.
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< Kromatografi tiirleri >

Uygulama bigimine Ayrma
gore mekanizmasma gore

Dagilma
. Diizlemsel kromatografisi
Kolon kromatografisi kromatografi
Adsorpsiyon
ince tabaka kromatografisi
kromatografisi I
| fyon degistirme
5 R kromatografisi
< Gaz kromatografisi Kagit kromatografisi
;I—/ < Afinite kromatografisi
Stiperkritk akiskan
kromatografisi

< Molekiiler eleme

Hareketli faz tipine

< Gaz kromatografisi
< Svi kromatografisi

Suiperkritik akiskan
kromatografm

\/

Yiiksek performansh
sv1 kromatografisi

kromatografisi

Sekil 2.6. Kromatografinin siniflandirilmasi
Kromatogramlar

Kolon ¢ikisina, ¢oziinen maddeyi algilamaya uygun bir dedektor yerlestirilirse
detektor sinyali elde edilir. Bu sinyal zamana kars1 grafige gecirilirse pik elde edilmis
olur. Olusan bu grafige kromatogram ad1 verilir (Sekil 2.7). Karistmda bulunan her
madde i¢in farkli bir pik bulunur. Pikin olusma zaman1 hangi maddeye ait oldugunu,

pikin alani ise o bilesenin miktarin1 gosterir.

o000
900007
80000
700009
600003 i |
o000
40000
30000
20000

10000

Sekil 2.7. Tek bir standart madde i¢in 6rnek kromatogram
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2.5.2. Kromatografik Parametreler (59, 61)
Allkonma Zamani

Bir maddenin kolona enjekte edilmesinden numune pikinin dedektore
ulagmasina kadar gecen siireye alikonma zamani denir ve tr sembolii ile gosterilir,
Sekil 2.8°de ilk olusan kiiciik pik kolonda alikonulamayan tiir i¢indir ve to sembolii ile
gosterilir. to degeri hareketli faz molekiillerinin ortalama hizini gésterir. Numune veya
hareketli fazda kolonda alikonulamayan bir madde yoksa ¢ozeltiye bilinen bir tiir
eklenir. Bu tiiriin dedektdre ulagmasi i¢in gecen zamana 6lii zaman denir ve tm sembolii

ile gosterilir.

- -
o~
x

Sinyal

T

Zaman

Sekil 2.8. Tek bir numune i¢in alikonma zamani ve 6lii zaman
Alikkonma Hacmi

Bir maddenin enjeksiyonundan sonra sabit fazdan eliie olmasi igin harcanan
hareketli faz hacmine alikonma hacmi denir, Vg sembolii ile gosterilir ve hacimsel akis

hiz1 (F) ile alikonma zamanindan hesaplanabilir (Esitlik 2.1).
VR = tRF (21)

Dagilim katsayis1 (K) ve alikonma hacmi arasindaki iliski; Vm kolondaki

hareketli faz hacmi, Vs kolondaki sabit faz hacmi olmak tizere Esitlik 2.2 ile gosterilir.
VR=Vm + KVs (2.2)

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

Kapasite faktorii k' sembolii ile gdsterilir ve ¢dziinen maddelerin gd¢ hizlarimni
tanimlar. Alikonma hacmi ve 6lii hacim kullanilarak Esitlik 2.4 ile hesaplanabilecegi
gibi, eger eliisyon sirasinda F degeri sabit ise alikonma zamani ve 6lii zaman
kullanilarak Esitlik 2.5 ile de hasaplanabilir.

k'=(VrR— Vo) / Vo (2.4)

k'=(tr—10) /1o (2.5)
Ayn zamanda k', Esitlik 2.6 ile de tanimlanr.
K=K xVs/Vm (2.6)

Kapasite faktorii her madde i¢in farkli bir degerdir. Maddeye 6zgii bir deger
oldugundan bir maddeyi tanimlamak ic¢in kullanilan 6nemli bir kromatografik
parametredir.

Kapasite faktorii genellikle hareketli faz bilesimi degistirilerek ayarlanabilir.
k' < 1 olursa madde kolondan ¢ok hizl eliie olur, alikonma zamam diiser, madde piki
¢oziicii piki ya da matriksle karisabilir. k > 10 olursa madde kolondan ¢ok uzun siirede
eliie olur. Ideal bir ayirim igin kapasite faktérii 1< k'< 5 araliginda olmalidir. k>= 0 ise

kromatografik bir ayrim s6z konusu degildir.
Secicilik

Bir karisimdaki bilesenlerin kapasite faktorleri arasindaki oran secicilik (o)

veya ayirim faktorii olarak adlandirilir ve Esitlik 2.7 ile verilir.
o =k 2/K'1 = (tro-to)/(tr1-to) (2.7)

k'1: Kolondan erken eliie olan, alikonma zaman1 kisa olan maddenin kapasite faktorii

k'2: Kolondan geg eliie olan, alikonma zamani uzun olan maddenin kapasite faktdrii
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o = 1 oldugunda iki madde birbirinden ayrilamaz. Kromatografik bir ayirim

olabilmesi i¢in a > 1 olmalidir.
Kolon Etkinligi (Verimliligi)

Kolon etkinligi pik genisligi ile ifade edilir. Iyi bir ayirim saglanmis ise, bir
kromatogramda dar bir kromatografik bant elde edilmelidir. Kolon etkinligi, kolonun

teorik tabak sayisi (N) ile verilir ve hesaplanmasi icin Esitlik 2.8 veya 2.9 kullanilir.
N = 16(tr/w)? (2.8)
N = 5,54(tr/W1/2)? (2.9)

w: Pik yiiksekliginin %10’nundaki pik taban genisligi
wi2: Pik yiiksekliginin yarisindaki pik taban genisligi

Kolon etkinligi kolonun teorik tabaka sayis1 (N) ile de gosterilebilir ve kolon
uzunlugunun (L) esdeger tabaka yiiksekligine (H) boliinmesiyle hesaplanir (Esitlik
2.10).

N = L/H (2.10)

1950’11 yillarda Hollandali kimya miihendisi Van Deemter kendi adiyla anilan
kromatografik kolonda ayirim i¢in bir esitlik bulmustur. Bu matematiksel yaklasim

asagida verilmistir (Esitlik 2.11).
H=A+B/u+Cu (2.11)

H: Teorik tabaka yiiksekligi (cm)

A: Coklu akis yollar1 ve Eddy difiizyonu
B: Boyuna diflizyon

C: Fazlar arasindaki kiitle aktarimi

u: Cizgisel hiz
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H{cm)

MinimumH [ -\- ------ -

Blu

It

ldealhz iz gisel akis hizi u (cm/s)

Sekil 2.9. Van Deemter egrisi

Bir kromatografi kolonunun etkinliginin saglanmasi i¢in oncelikle optimum
akis hiz1 belirlenmelidir. H degeri kiigiiltiilerek kolonun etkinligi artirilabilir (Sekil
2.9). Esitlik 2.11°deki A degeri akis hizindan bagimsizdir ve madde molekiilleri
kollonda farkli yollar izledikge artar. Farkli uzunluktaki yollar1 izleyen madde
molekiillerinin kolondaki hizlar1 da farkli olur. Biitiin molekiiller kolon boyunca
ilerlerken kromatografik bantta genisleme gozlenir ve bu olaya Eddy difiizyonu denir.
Kolon dolgu maddesi ¢ok kiiciik boyutlu olursa ylizey alani1 genisler ve A degeri
kiiciiltiilebilir. B degeri boyuna difiizyon terimi olup ozellikle akis hizinin diisiik
oldugu durumlarda 6nem kazanir. B degerinin esitlige katkisi, bilesenlerin hareketli
faz i¢indeki difiizyon katsayilarimin degerleri ile dogru orantili olarak artar. Ayni
zamanda B’nin degeri kolon sicakligmin diisiiriilmesi ve kolona basing uygulanmasi
ile azalir. Esitligin {i¢iincili terimi olan C degeri yiiksek akis hizinda 6nem kazanan
kiitle aktarim terimidir. Akis hizinin artmasiyla bilesenlerin iki faz arasinda dagilma
dengesine ulasabilmesi i¢in gereken siire azalir ve dagilma dengesine tam olarak

ulasilamaz.
Ayricihik

Kromatografik bir analizde asil amag, bir karisimdaki maddelerin birbirinden
ayrilmasidir. Ayiricilik (Rs), kolonun iki analiti birbirinden ne derece ayirabildiginin

bir 6l¢iisii olup kolon ve ¢oziicii etkinliginden etkilenir (Esitlik 2.12).

Rs=2(tre-trA)/(Wa+WE) (2.12)
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tra: A maddesi i¢in alikonma zamani
tre: B maddesi i¢in alikonma zamani
wa: A maddesi i¢in eliisyon pik yiiksekliginin %10’ nundaki pik taban genisligi
wg: B maddesi i¢in eliisyon pik yiiksekliginin %10’ nundaki pik taban genisligi
Rs=1.5 olmas1 iki pikin birbirinden tamamen ayirildigini ifade eder. Nicel
analizlerde Rs > 1.5 olmasi1 beklenmektedir. k’, a ve N ayiriciliga etkisi Esitlik 2.13 ile
verilir.
a—1 L

R= X [ 11

— 1 ]xVN (2.13)

Esitlik 2.13’e gore ayiriciligin secicilik arttikca artmasi gerekmektedir. Ancak
belli bir segicilik degerinden sonra toplam ayiricilikta diizgiin bir iyilestirme olmadan
farkli alikonma siirelerine sahip pikler elde edilebilir. Esitlikteki diger terimler sabit
kabul edilip secicilige kars1 ayiricilik grafige gecirilirse bu davranis agik bir bigimde
gozlemlenebilir (Sekil 2.10.a).

Kapasite faktorlinlin ayiriciliga etkisi segicilik faktoriinlinkine benzer. k'
disindaki biitiin terimler sabit tutuldugunda k' niin toplam ayiriciliga etkisi Sekil
2.10.b’de goriilmektedir. k' degeri artikga K/k+1 degeri bire yaklasir ve kapasite

faktoriindeki artigin toplam ayiriciliga etkisi kalmaz.

(1) /a K/ +K)

% 10

04 08 |

04 os |

0z 04

a1 02

o0 ‘-I7 1‘-!1 1‘['3 ‘II{", 2 o 0 2 4 1 ] 10
Secieilik (o) Kapasite faktord (k")

(a) (b)

Sekil 2.10. Ayiriciligin a (a) ve k' (b) ile degisimi

N, etkinlik faktorii olarak da tanimlanabilir ve akis hizi, kolon uzunlugu veya

dolgu maddesinin tanecik boyutu ile degisir. N degeri pik genisligi ile ilgilidir ve
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ayiricilik bu degerin karekokiiniin bir fonksiyonu oldugu icin N’deki biiyiik artiglar

ayricilikta kiigiik degisimlere neden olur.
Pik Simetrisi

Pik simetrisinin belirlenmesinde pik asimetri orani1 kullanilir ve Esitlik 2.14 ile

hesaplanir.
Pik asimetri oran1 (PAO)=CB/CA (2.14)

CA ve CB uzunluklar1 Sekil 2.11°de tanimlanmis olup, iyi bir ayirma isleminde
PAO degerinin 1,00 ile 1,25 arasinda olmasi istenir (62).

PAO=CB/CA
Dedektdr

Cevabi

} Pik yiksekliginin %10°u

Hacim ve Zaman

Sekil 2.11. Pik asimetri oraninin hesaplanmasi

Bir analizde kromatografik kosullar simetrik eliisyon piki saglanacak sekilde
diizenlenmelidir.

Bir kromatografik ayirimda hareketli fazin denge derisimi (Cwm) sabit fazin
denge derisimine (Cs) kars1 grafige gegirilir ve ¢esitli izotermler elde edilir. K=Cs/C
ideal kosullarda sabit bir degerdir ve kromatografik bant tiim derisimlerde ayn1 hizda
hareket eder. Simetrik (Gauss egrisi) bir eliisyon piki elde edilir ve PAO=1 olur. (Sekil
2.12.3).

Eger kolonda fazla miktarda madde varsa sabit fazdaki madde-madde
etkilesimleri madde-¢6ziicii etkilesimlerinden daha baskindir. Bu durumda K degeri
artar, dogrusal olmayan bir izoterm elde edilir ve asir1 yliklenme olur. Eliisyon
egrisinin oniinde olusan alan 6n kuyruklanma olarak adlandirilir ve PAO<1 dir (Sekil

2.12.h).
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Molekiiller aras1 kuvvetler maddeyi sabit faz iizerinde bir katman olusturacak

sekilde tutarsa izoterm icbiikey olur ve eliisyon egrisinde pik kuyruklanmas1 gozlenir

ve PAO>1"dir (Sekil 2.12.c).
Jtiuss (a)

Can Zaman

Sabit K

g
Smyal

- g“» Mﬂdma (b)

s Azalan K 5
Ca . Zaman

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

Sekil 2.12. Eliisyon izotermleri ve pik sekilleri
2.6. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi (GC-MS)

Gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS) iki gii¢lii analitik cihazin
kombinasyonudur. GC-MS karisim i¢indeki bilesenlerin yiiksek verimle gaz fazinda
ayirmmi igin gaz kromatografisi ile hem bilesenlerin kimliklerinin dogrulanmasi hem
de bilinmeyen maddelerin kimlik tespitinin yapilmasi i¢in kiitle spektroskopisinin

kullanildig1 kombine bir tekniktir.
Tarihge

Gaz kromatografisi (GC) ilk kez 1952 yilinda James and Martin tarafindan (63)
kiigiik karboksilli asit karigiminin ayirimi ile tanitmlanmistir. Baslangigta, dolgulu GC
kolonlar ile uygulanmistir. GC’nin giicii 1958 yilinda Golay tarafindan kapiler
kolonlarin kullanilmasiyla artmistir (64). Bir¢ok analizde, ince cam kapiler kolonlar
uygulanmistir. 1976 yilinda Dandeneau ve Zerenner‘in (65) ortaya ¢ikardigi ergitilmis

silika kapiler kolon GC’nin gelisiminde ana bulus olarak kabul edilebilir.
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Kiitle spektroskopisinin (MS) tarihi, 1912 yilinda Thomson’in (66) O2, N2, CO,
CO2 ve COCIy gibi bilesiklerin kiitle spektrumlarinin elde etmesiyle baslamistir. Bu
buluslar Goldstein’in (1886) pozitif iyonlar1 erken kesfine ve Wien’in (1898) iyonlarin
manyetik alandan sapmasi olayma baghdir. Dempster (67) ve Aston (68) ilk manyetik
sektor aletini tanimlamiglardir. Organik analizlerde kullanilan ilk ticari aletler II.
Diinya Savasi boyunca iiretilmistir. ilk ana uygulama alani petrokimya sektorii
olmustur.

1958 yilinda, ilk defa GC-MS aletleri internet tizerinden tanitilmis, 1964’de
Ryhage (69) jet aymrici vasitasiyla yapilmistir. GC ve MS’i baglamak oldukg¢a
basitlesmis ve GC-MS’de ilk veri isleme 1968 yilinda yapilmistir (70). 1975 yilinda,
ilk kapiler kolonlu ticari GC-MS aleti tanmitilmis ve ergitilmis silika kapiler kolonlar
1981 yilinda GC-MS’de kullanilmaya baglanmistir (71).

2.6.1. Gaz Kromatografisi (GC) (59, 72-78)

GC, karisimdaki bilesenleri bir hareketli faz (inert tasiyici gaz) ile bir sabit faz
(mevcut kolon kaplama pargaciklari ya da kolon i¢ duvar olabilir) tizerinde fiziksel
olarak se¢ici bir ayirma teknigidir. Bu kromatografik siire¢, analitin tasiyic1 gaz
tarafindan sabit faz {lizerindeki hareketi boyunca absorpsiyon ya da desorpsiyon
basamaklarinin tekrarlanan sonuglarindan meydana gelir. Karigimdaki bilesenlerin
karakteristik 0zelliklerinin farkliliklarina bagli olarak ayirim gerceklesir. GC
tekniginde oncelikle analitlerin ugucu olmasi gerekir.

GC’de ayirim dolgulu kolonlarda gerceklestirildigi gibi kapiler kolonlarda da
gergeklestirilebilir.

Gaz- kat1 ve gaz-sivi olmak iizere iki ¢esit GC vardir.
Gaz-Kat1 Kromatografisi

Gaz-kat1 kromatografisinin temeli, analiz edilecek maddenin, kati sabit faz

tizerine fiziksel olarak tutundurulmasina dayanmaktadir.
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Gaz-Siv1 Kromatografisi

Gaz-siv1 kromatografisinin temeli, analizi gergeklestirilecek maddenin, gaz
olan hareketli faz ile bir katinin yiizeyine tutturulmus sabit s1v1 faz arasinda dagilmasi

esasina dayanmaktadir.
Gaz Kromatografi Cihazi

Gaz kromatografi cihazi, gaz kontrol {initesi, bir 6rnek tanitim sistemi ya da
enjektor, ayrimin gergeklestigi kolon, kolonun bulundugu ve sicakligi programlayan
kolon firini, madde sinyalini algilayan dedektor ve sonuclar1 kaydedip kromatograma
doniistiirecek veri sistemi ve/veya kiitle spektroskopisine yonlendiren ara yiizden

olugsmaktadir (Sekil 2.13).

Kaydedici
Enjektdr [
Gaz Kontrol Unitesi . ;",I A Kromatogram
—_— Yy
I
l ! ~J
() '[[ Kolon || )
\ A\ 'J/|  Dedektor
Tasiyicl Gaz Kolon Firini

Sekil 2.13. Gaz kromatografisi cihazinin temel kisimlar
Tasiyic1 Gaz

Gaz kontrol tinitesi, akis hiz1 ya da enjektor boyunca gaz akisinin basing
kontroliinii, kolon ve dedektdrdeki tasiyici gazin ve gerekirse yardimci gazlarin
tespitini yapar. Tasiyict gaz hidrojen, helyum, azot gibi inert bir gaz olmalidir. Sekil
2.14°de, en yiiksek verimliligi minimum tabaka yiiksekliginde N2 gazinin verdigi;
ancak N2 gazinin dogrusal hizinin artmasiyla H degerinin diistigii goriillmektedir (75).

H2 gaz1 genis dogrusal hiz araligina sahiptir fakat patlayic1 6zelligi nedeniyle tercih
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edilmez. N2 gazina gore daha iyi dogrusal hiz araligina sahip olan He gazi en ¢ok

kullanilan tasiyici gazdir.

12 -l N2
1.0 +
H(mm) 0.8
He
0.6 -
0.4 = H,

0.2 +

0.0 T T T T T T T T ]
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Ortalama dogrusal hiz (cm/s)

Sekil 2.14. GC’de kullanilan tasiyici gazlara ait Van Deemter grafikleri

Tastyict gaz kullanimdan 6nce oksijen, su ve hidrokarbonlart uzaklastirmak
icin nem ve oksijen ayirici tarafindan temizlenmelidir. Tastyict gaz i¢cindeki oksijen
varligi GC kolondaki sabit faza zarar verici bir etkiye sahiptir. Tastyic1 gaz tipik olarak
0,3 MPa altindaki basingta uygulanir. Akis hizi, dolgulu kolon i¢in yaklagik olarak 20
mL dk? ve agik kapiler kolon igin 1 mL dk™’dur.

Enjeksiyon Tiirleri

GC’de numune girisi ¢ok kritik bir basamaktir. Numunenin kolona tek seferde
verilmesi ve analitin tamaminin detektére ulasmasi gerekmektedir. Bu siiregte termal
bozunma olmamali ve/veya uguculuk farkliliklarindan dolay1 bilegenlerin ayrilmamasi
gibi durumlar ortaya c¢ikmamalidir. Ayrica, numunenin yavas verilmesi pik
genislemesine ve diisiik ayirma giiciine neden olur. En yaygin uygulanan enjeksiyon

teknikleri bolmeli, bolmesiz ve kolona enjeksiyondur.
Bolmeli Enjeksiyon

Bolmeli enjeksiyonda numunenin boliinmesi nedeniyle (tipik olarak 1:10 ile
1:100 oraninda bir aralikta, i¢ cap1 daha kiiciik kolon i¢in en yiiksek bolme orani
kullanilir), nispeten daha biiyiilk bir numune hacmi, 1 ile 5 pL, enjekte edilebilir.

Bolme oranmi kolona enjekte edilen madde miktarini belirler. Genellikle sivi olan
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numune buharlagmanin oldugu ‘liner’ denilen kisma enjekte edilir. Hizla buharlasan
numune bu bdlgede tasiyict gaz ile karigir ve hizli bir sekilde kolonun girisine taginir.

Ancak, biiyiik bir kism1 bélme ¢ikis1 kismindan disart atilir (Sekil 2.15).

Bolmeli Enjeksiyon

Septum

» Septum cikisi
imL/dk
Tasiyici gaz 2
girisi -
%2
~# Bdlme cikisi 100 mL/dk
Isttilmis metal blok ﬁ/ /
7
7z / Buharlastirma
Liner // balumi
217
Kolon
7
imL/dk

Sekil 2.15. Bolmeli enjeksiyon blogu
Bolmesiz Enjeksiyon

Bolmesiz enjeksiyonda numune hacmi daha kiigiiktiir. Bolmesiz enjeksiyonda
bolme vanasi 50 ile 120 s arasinda belirtilen zaman (numune kolona girene kadar
gecen siire) i¢in kapatilir. Bundan sonra, bolme vanasi agilir, enjektdrden artan ¢oziicii
ve numune temizlenir (Sekil 2.16). Bolmesiz enjeksiyonda ilk kolon sicakligi kritik
bir parametredir, analitlerin ¢6ziinmesi igin kullanilan ¢dziiciiniin kaynama noktasina

baghdir.
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Septum
» Septum cikisi
1mL/dk
Tasiyicl gaz
girisi .
Bolme vanas: agik
; 0mL/dk
Isitil tal blok
sitilmisg metal blo ///
/ Buharlastirma
Liner /% balumi
17
- Kolon
-
/
v
imL/dk,

Sekil 2.16. Bélmesiz enjeksiyon blogu

Bu iki enjeksiyon tekniginin karsilastirilmasi Tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3. GC i¢in numune enjeksiyon tekniklerinin 6nemli &zelliklerinin

Karsilastirilmasi

Bolmeli enjeksiyon

Bolmesiz enjeksiyon

varyasyon agir1 yikklenmeyi

Onler

Uygulama Temel bilesenler Yan ve temel bilesenler

Maksimum Boliinme oranina bagli Her bilesen i¢in 50 ng

enjeksiyon miktari

Enjeksiyon Zayif Iyi

hassasiyeti

Enjektor sicakhig 250-320°C 200-280°C

Tk kolon sicaklig Yok Numune bileseninde yer alan
kaynama noktasinin 20-40 °C
altinda

Avantajlar Bolme oranindaki | Dogrudan miktar tayini

Dezavantajlar

Numune kaybi; numune
ayirimi; yan bilesen analizi
ve dogrudan miktar tayini

zayif

Sinirh uygulanabilir ¢oziict
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Gaz Kromatografisinde Kullanilan Kolonlar

GC’de kolon, sicakligi programlanabilir kolon firininin igine yerlestirilir.
Kromatografik ayirim boyunca, firin sicakligi tipik olarak dakikada 4-20°C oraninda
diizenli olarak artar. Sonug olarak, daha yiiksek kaynama noktas1 ve/veya sabit fazda
daha giiclii alikonma ile bilesenler basarili bir sekilde ayirilir. Sabit faza bagl olarak
maksimum sicaklik uygulanir. Maksimum c¢alisma sicakliginda, kolonun ¢alismasi
kolon kanamasina neden olur ve MS iyon kaynagi daha hizli kontamine olur. Kolon
kanamasi, destek katisi lizerine adsorplanmis sivi sabit fazin, hareketli faz tarafindan
kolayca siiriiklenip gotiiriilmesidir. Bunun sonucunda, adsorplanan sivi materyalin
miktar1 zamanla degisir ve kolonda yapilan ayirimin tekrarlanabilirligi diiser, bir siire
sonra da kolon kullanilamaz duruma gelir. Kolon kanamasini engellemek i¢in sabit faz
kat1 destek materyalin {izerine kimyasal olarak baglanmaktadir.

GC kolonun ¢alisma araligindaki yetersiz uguculuga sahip bilesenlerin analizi
ucucu tilirevleri olusturularak yapilabilir.

GC-MS uygulamalarinda dolgulu ve kapiler kolon olmak tizere iki tip kolon
kullanilmaktadir. Son yillarda en sik kullanilan kolon kapiler kolondur.

Standart bir kolonun ig ¢ap1 0,25 ile 0,53 mm, sabit faz film kalinlig1 da 0,1 ile
2 um araligindadir. GC-MS’de daha ¢ok 0,25 mm i¢ ¢apa sahip kolonlar kullanilir. Bu
kolonlar optimum dogrusal gaz akis hizina ve ideal pompalama kapasitesine sahiptir
(yaklagik 300 mm s~ helyum, yaklasik 1 mL dk™*’ya esdegerdir). Daha iyi doygunluk
ve/veya yiiksek numune kapasitesi gosteren genis-delik 0,53 mm i¢ ¢apli kolonlar jet
ayirict ile birlikte kullanilir. Istya duyarli ve yliksek kaynama noktali bilesikler i¢in ise
daha ince film kullanilirken diisiik kaynama noktasina sahip bilesikler icin kalin film

daha iyidir.
Dolgulu Kolonlar

170-260 um ¢apinda ince taneli kat1 dolgu materyali ile 2-3 m uzunluga ve 2-
4 mm i¢ ¢apina sahip 0,05-1 um ince bir sabit faz ile kaplanmig cam veya metalden
yapilmis kolonlar doldurularak olusturulur. Bu kolonlarin etkinligi kapiler kolonlara

gore daha diigiiktiir.
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Acik Kapiler Kolonlar

Tipik bir acgik kapiler kolon dis1 polimid kapli ergitilmis silikadan
yapilmaktadir. Klasik bir kolonun uzunlugu uygulamaya bagli olarak 10 ile 100 m
arasindadir. Istya duyarli ve yliksek kaynama noktali bilesikler gibi hizli analiz
gereken durumlarda daha kisa kolonlar kullanilir. Uzun kolonlar ise yiiksek

¢Oziiniirliiklii ayrim gergeklestirmek i¢in kullanilir.

Sabit faz kolon duvarina farkli yollarla uygulanmasi ile olusan destek kapli agik
kapiler (SCOT), ¢eperi kapli agik kapiler (WCOT), gézenekli katmanli agik kapiler
(PLOT) ve g¢eperi kaph yiiksek kapasiteli acik kapiler (WSCOT) kolonlar
kullanilmaktadir (Sekil 2.17).

Destek Kaph A¢ik Kapiler Kolonlar (SCOT)

SCOT kolonda kolon duvari sabit s1v1 faza destek olan kiiciik partikiillerle ince
tabaka halinde kaplanmigtir. Sabit sivi faz bu destek materyalinin i¢ duvarma
tutturulmugtur. SCOT kolonlar ayirma verimliligini diistiriirken yliksek numune

kapasitesi saglar.

Sabit faz

Kolon geperi Sabit kati faz

Kati destege tutturulmus sabit
partiklleri

sivi faz

Dolgulu kolon

Destek
materyali

Sekil 2.17. WCOT, PLOT, SCOT ve Dolgulu kolonlar
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e Ceperi Kaph Agik Kapiler Kolonlar (WCQOT)

WCOT kolonlarda ince hareketsiz film gibi sabit s1v1 faz uygulanir ve kolonun

i¢c duvarina tutundurulur. En sik kullanilan kolon tipidir.

e Ceperi Kaph Yiiksek Kapasiteli Agik Kapiler Kolonlar (WSCOT)

WSCOT kolonlarda kalin sabit faz filmi kullanilir. Bunlar kolon duvarinin

daha yiiksek numune kapasitesine sahip olmasini saglar.
e Gozenekli Katmanh Agik Kapiler Kolonlar (PLOT)

PLOT kolonlarda ise gaz-kati kromatografisini gergeklestirmek amaciyla
kapiler kolonun dis ¢eperinde kullanilan kaynama noktas1 yiiksek sivilarla kaplanmis

kat1 destek materyal sabit kat1 faza tutundurulur.

Sabit fazin polaritesi birgok parametre ile karakterize edilebilir. Bu amag igin
1966°da Rohschneider ve 1970’de McReynolds sabit faz ve analit gruplar1 arasinda
etkilesimleri belirlemek i¢in birgok test tasarlamiglardir. Alikonma faktoriinden yola
cikarak benzen, 1-biitanol, 2-pentanon, nitropropan ve piridinin farkli sabit fazlar
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. GC kolon iireticisti Chrompack firmasi
McReynolds’in yontemine dayanarak sabit fazin polaritesini ifade eden CP indeksi
olusturmustur. Buna gore, alikonma faktorii ve polarite arasindaki iliskiden yola
cikarak sabit fazin polaritesine gére 0-100 arasi bir deger belirlenmistir. Bu degerin 0
oldugu sabit faz asir1 apolar, 100 oldugu ise ¢ok fazla polardir. (79). Giiniimiizde
GC’de en sik kullanilan apolar sabit fazlar, polisiloksanlar ve siibstiitientleridir. Bu
kolonlarin kararlhiliklar1 R gruplari yerine metil, fenil, siyanopropil, trifloropropil
gruplarin getirilmesiyle degiskenlik gosterir (Sekil 2.18.a). En ¢ok kullanilan polar
sabit faz ise polietilen glikoldiir (Sekil 2.18.b).
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H

H
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Sekil 2.18. Polisiloksan (a) ve polietilen glikol (b) kolonlarin yapis1

Giinlimiizde en ¢ok kullanilan sabit fazlar Tablo 2.4’de verilmistir.

Tablo 2.4. GC’de kullanilan sabit fazlar (80, 81)

CP indeks Fazlar” Bilesim Maksimum
calisma sicakhig
(°C)
2 CP-Sil 2 Benzer organik 200
karigim
5 CP-Sil 5 Dimetilpolisiloksan 325
DB-1
HP-1
SPB-1
8 CP-Sil 8 %5 fenil-%95 325
DB-5 dimetilpolisiloksan
HP-5
SPB-5
19 CP-Sil 19 %14 siyanopropil 275
DB-1701 fenil-
e | SSodnen
SPB-1701
24 CP-Sil 24 %50 fenil-%50 280
DB-17 dimetilpolisiloksan
HP-50
SPB-50
43 CP-Sil 43 %25 siyanopropil- 200
DB-225 %25 fenil-
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HP-225 %50
dimetilpolisiloksan
52 CP-Wax 52 Polietilen glikol 250
DB-Wax
HP-INNOWax
Supelcowax
58 CP-Wax 58 Polietilen glikol 250
DB-EEAP nitroter-fitalik asit
ester
HP- FFAB
Nukol

*Farkli dreticiler tarafindan farkli adlandirilan benzer fazlar bulunmaktadir. Chrompack fazlar1 (CP-

Sil), J&W (DB), Agilent teknolojileri (HP), Supelco (SPB) olarak kodlama yapilmustir.

Dedektorler

GC’de kullanilan ideal bir dedektor,

Yeterli duyarlilik,
Yiksek kararlilik ve tekrarlanabilirlik,

Genis ve dogrusal ¢aligsma araligi,

400°C’ye kadar ¢alisma sicakligi,

Yiiksek giivenilirlik,
Kullanim kolayligi,

Yiiksek secicilik gibi 6zelliklere sahip olmalidir.

Gaz kromatografide en ¢ok kullanilan detektorlere iliskin karsilagtirmalar

Tablo 2.5’de verilmistir.
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Tablo 2.5. GC’de kullanilan dedektorlerin karakteristik 6zellikleri (82)

Dedektor Ozgiinliik Alt tayin sinir1 -
Ust tayin smir
Termal iletken Ozgiin degil 10° g/mL — 10°
Alev iyonizasyon CH gruplara 1012 g/s - 107
Elektron yakalama Elektronegatif 104 g/mL — 10°
gruplara
Termiyonik PveN 1012 g/s (P) - 10°
102 g/s (N) - 10°
Alev fotometrik PveS 103 g/s (P) - 104°
1012 g/s (N) — 108
Kiitle Tiim iyonize 101 g —10°
molekiiler pargaciklar

Bu tez ¢alismasinda kiitle dedektorii kullanildigindan bu dedektor ayrintili
olarak incelenecektir.

2.6.2. Kiitle Spektroskopisi (MS) (83-86)

MS’in ¢alisma prensibi gaz fazindaki iyonlarin kiitle/yiik (m/z) oranina gore
ayrilarak tespit edilmesidir. Elde edilen kiitle spektrumu iyonlarin m/z oraninin bir
fonksiyonu olarak her iyonun bagil ¢oklugunu gosterir. Nicel analiz i¢in son derece
onemli secicilik elde edilir.

Bir kiitle spektrometresi numune girisi, iyon kaynagi, kiitle analizorii, dedektor
ile veri kayit sistemi olmak tizere bes kisimdan olusur (Sekil 2.19). Modern kiitle

spektrometrelerinin gesitli kisimlar1 bilgisayar tizerinden kontrol edilebilmektedir.
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Kutle Analizéru

lyon Kaynagi // \\
& & A
e X{/ Elektron Demeti 944
AEPN\
Ay
Numune Girisi Dedektor

Data Sistemi ve Kayit

Sekil 2.19. Kiitle spektrometresinin temel kisimlar1
Numune Giris Kismm

GC-MS sisteminde numune girisi acik kapiler kromatografik kolondan ya
dogrudan ya da acik bolmeli ara baglant1 yoluyla gergeklestirilir.

Vakum Sistemleri

GC-MS sistemlerde, analit iyonizasyonu, kiitle analizi ve iyon belirleme
yiiksek basing altinda yapilir. Bir pompalama kisminin bulundugu vakum sistemi
kiigiik turbo molekiiler pompa ile bosaltilir, mekanik yangin pompasi tarafindan
desteklenir. Iyon ve molekiil aras1 olusabilecek tepkimeleri, iyonlarin dagiimasini ve
notralizasyonunu en aza indirerek kiitle spektrometrelerinin en yiiksek verimde
calismasi icin 10 ile 107 torr (10%-10° Pa) basing uygulamr. Hem daha biiyiik
sistemler hem de modern arastirma dereceli kiitle spektrometreleri genellikle
pompalamanin yapildigi iki farkli vakum kismi igerir. Bunlar iyon kaynagi ve analizor

bolgesidir.
Iyonizasyon Teknikleri

Kiitle spektroskopisinde analitlerin iyonizasyonu ile farkli teknikler
gerceklestirilir. Bircok teknikte bir molekiil bir elektron kaybederek pozitif yiikli bir
iyon (M*) olusturur. Bunun yaninda iyon ve molekiil tepkimesi sonucu MH" seklinde

iyonlarin olustugu baska teknikler de vardir. Hangi teknigin secilecegi, analitin gaz,



43

stvi ve kati gibi fiziksel durumuna ve iyonlagma enerjisine gore belirlenir. Kiitle
spektrometrelerinde kullanilan iyonizasyon teknikleri asagida verilmistir;
Elektron ¢arpisma teknigi
Kimyasal iyonizasyon teknigi
Alan iyonlagtirma teknigi
Alan desorpsiyon teknigi
Hizli atom bombardimani teknigi
Ikincil iyon kiitle spektrometresi teknigi
Elektrospray iyonlagtirmasi teknigi
Matriks yardimli desorbsiyon/iyonlagtirma teknigi
Plazma desorbsiyon teknigi
Termospay iyonlastirma teknigi
Gilinlimiizde en sik kullanilan iyonlastirma teknikleri elektron carpisma ve
kimyasal iyonizasyon teknigidir. Tez c¢alismasinda elektron carpisma teknigi

kullanildigindan bu teknik ayrintili olarak incelenecektir.
Elektron Carpisma Teknigi (EI)

En eski ve en sik kullanilan iyonlagtirma teknigidir. Gaz fazindaki molekiil,
yiiksek enerjili elektronlar ile bombardiman edilir (Sekil 2.20). Flamentten akim
gecirilerek olusturulan elektron bombardimanindaki elektronlarin ¢ogu homojen
dagitilmistir, digerleri analit molekiilleri ile etkilesime girerek elektron uyarilmasina
neden olur. Molekiilden bir elekton kopararak pozitif yiikli iyon olusturur. Bu iyon
radikal bir katyondur ve genellikle M* ile gosterilir. M* iyonu molekiiler iyon olarak
adlandirilir. Molekiiler iyonun m/z orani analitin molekiil kiitlesine karsilik gelir. EI
sonucu olusan iyonlar enerji dagilimi ile karakterize edilir. Bu enerji ortalama 2 ile 6
eV arasindadir. EI’de uygulanarak yiiksek vakumlu iyon kaynagi kullanilir (genellikle
<107 Pa). Elektron iyonizasyon spektrumu yiiksek tekrarlanabilirlige sahiptir.
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Sekil 2.20. Elektron ¢arpigma teknigi
Kiitle Analizori

Iyon kaynaginda olusturulan iyonlar, elektrik alan kullanilarak kiitle
analizoriine yonlendirilir. Kiitle analizorii, iyonlar1 zaman veya alan i¢indeki m/z
oranlarina gore ayirir. En ¢ok kullanilan kiitle analizorleri agagida verilmistir.
Kuadrapol
Magnetik sektorlii
Ugus zamanli
Iyon tuzakli
Iyon siklotron rezonans

GC-MS cihazlarinda en ¢ok kuadrapol ve magnetik sektorlii kiitle analizorleri
kullanilmaktadir. Tez calismasinda kuadrapol kiitle analizorii kullanildigindan bu

analizor ayrintili olarak incelenecektir.
Kuadrapol Kiitle Analizorleri

Kuadrapol kiitle analizorii bir kiitle filtresidir. Dort hiperbolik ¢ubuk radyal dizi
i¢cine paralel yerlestirilir (Sekil 2.21). Cubuklarin karsisina pozitif veya negatif dogru
akim (DC), titresen radyo frekansi (RF) ve alternatif akim (AC) voltaji uygulanir.
Iyonlar kuadrapole 5-10 V’ luk hizlandiric1 potansiyel uygulanarak génderilir. Iyonlar
cubuk uzunluguna dik diizlemde salinmaya baslar. Kuadrapol filtresi boyunca ¢apraz
hareket ederler. Ozel bir m/z oranina sahip iyonlarin yériingeleri sabittir. Bu iyonlar
detektore dogru yonlendirilirler. Diger m/z oranmina sahip iyonlarin sabit bir

yoriingeleri yoktur ve kiitle filtresini gegemezler. Cilinkii onlarin salinimlarinin genligi
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sonsuz olur. Farklt m/z oranima sahip iyonlar oranlar1 ve salimim frekanslar1 sabit

tutulurken DC ve AC potansiyeli uzaklastirildigi zaman analizérden detektore dogru

ardisik olarak gonderilebilirler. Ayirim DC ve AC voltajlarinin oranina baglhidir.
Kuadrapol kiitle analizorleri bilesiklerin kiitlelerinin ve fragment iyonlarin

belirlenmesi i¢in uygundur. Kullanimi kolay olup hizli tarama saglar.

Dedektdr

Rezonans
iyon

Non-rezonans iyon

Kuadrapol Cubuklar

iyon
kaynag

Sekil 2.21. Kuadrapol kiitle analizori
Dedektor

Kiitle analizoriinden sonra iyonlar toplayici bir elektrot tizerine diiserek
elektron ¢ogaltic1 detektore gecer, iyon akimi olusur ve digital sinyal olarak data
sistemine aktarilir.

Dizi diyot elektron gogaltict ve devamli diyot elektron ¢ogaltict dedektorler
kiitle spektrometresinde en sik kullanilan dedektor cesitleridir. Sinyali arttirarak ¢ok
diisiik iyon akimlarimin bile kaydedilmesini saglarlar.

Kiitle spektrometresinde SCAN, SIM ve tek iyon taramasi olmak tizere 3 tip
iyon tarama sekli vardir.

SCAN: Analiz sirasinda hi¢bir ayrim yapmadan tiim iyonlar belirlenen atomik
kiitle birimlik (akb) alanda taratilirlar.

SIM: Bulunmasi beklenen bilesik i¢in en spesifik, kararli ve bollugu fazla olan
m/z degerleri se¢ilir ve tarama bu degerlere gore gergeklestirilir.

Tek iyon taramasi: Tek iyon taratilir. Cok hassas sonuglar verir.
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Veri Sistemi

Anlamli sonuglar elde edebilmek i¢in ¢ok fazla veri kiitle spektrometresinin
veri sistemi tarafindan olusturulur. Ozellikle internet iizerinden kromatografi ile
kombinasyon programlar1 kullanilmas1 olduk¢a 6nemlidir. Bu ileri seviye bilgisayar

programlari verileri islemek, yorumlamak ve raporlamak i¢in kullanilmaktadir.
GC-MS Sisteminin Ayarlanmasi (Otomatik ayar)

GC-MS sisteminde iyonlastirici, kiitle analizérii ve dedektdr kisimlarinin
analize baslamadan Once ve belirli araliklarla kalibrasyonunun yapilmasi
gerekmektedir. Boylece bu kisimlarda meydana gelebilecek sorunlarin 6niine gegilmis
olur. Ayrica yiiksek vakum altindaki sistemde kagak olup olmadiginin kontrolii de
gerceklestirilmis olur. Bu islem yiliksek uguculuk ve kararliliga sahip
perfluorotributilamin (PFTBA) ile sistemde otomatik ayar yapilarak gergeklestirilir.
Molekiilde hidrojen olmadigi icin kiitle hatalarina neden olmaz. Bu maddenin
pargalanmastyla olusan 69, 219, 502 m/z oranina sahip iyon piklerinin bagil bolluklar1
kullanilarak kalibrasyon gerceklestirilir. Tablo 2.6’da verilen kabul kriterleri analize
baslamadan elde edilmelidir. Sekil 2.22’de GC-MS cihazindan alinan bir otomatik
ayar ciktis1 yer almaktadir.

Tablo 2.6. PFTBA molekiiliine ait par¢alanma iyonlarinin bagil bolluklari (87)

Kiitle Bagil bolluk (%) | izotop Kiitlesi izotop oram
69,0 100 70,0 05-1,6
219,0 >35 220,0 32-54
502,0 >1 503,0 79-123
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Sekil 2.22. Otomatik ayar ¢iktisi

47



48

2.6.3. Tirevlendirme Teknikleri

Sinirli 1s1sal kararlilia ya da yetersiz uguculuga sahip bilesikler GC i¢in uygun
degildir. Bu bilesikler tiirevlendirilerek uygun hale getirilir. Ayrica tiirevlendirme
basamagi, analiz edilecek karisimda kuyruklanmayi1 azaltip pik seklini diizeltmek,
seciciligi ve ayiriciligt arttirmak i¢in de kullanilmaktadir. Tirevlendirmede genel
hedef, analitin aktif protonunun kimyasal yer degistirmesiyle polaritesinin
azaltilmasidir. MS’de tiirevlendirme molekiiler iyon yogunlugunu arttirabilir,
parcalanmayr dogrudan etkileyebilir ya da iyonizasyon verimini gelistirebilir.

Asetilleme, alkilleme ve sililleme en sik kullanilan tiirevlendirme teknikleridir.
Asetilleme

Asetilleme, alkol ve fenol hidroksil grubu ya da amin ve amid grubundaki aktif
hidrojen ile bir asetil grubunun yer degistirmesi ile olusur. Asetilleme tepkimesinde
asetik anhidrit, asetilimidazol, asetil kloriir veya asetilaminler kullanilir (Sekil 2.23).
En ¢ok kullanilan bir asetilimidazol tiirevi olan N-metil-bis (trifluoroasetamid)
(MBTFA)’dir.

0

] i
I—-\L;—C—NJ—CF Y —R — F‘c—!:l—y—ﬁ + H—NJ‘LCF—‘.

3

CHj CH,

N-metil-bis(trifluoroasetamid) Y:0,S,NH, COO
R: Alkil veya aril gruplari

Sekil 2.23. Asetilleme tepkimesi
Alkilleme

Alkillemede, analiz edilecek molekiildeki aktif hidrojen bir alkil veya bir aril

grubu ile yer degistirir (Sekil 2.24).

CH,l t H—Y—R ———= R——Y—CH, + HI

¥:0, 5 NH, COO
R: Alkil, aril

Sekil 2.24. Alkilleme tepkimesi
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Bir alkilleme tepkimesi olan metilleme yonteminde bir metil grubu aktif
hidrojen ile yer degistirir. Metillemenin dezavantaji, tepkimenin tamamlanmasi i¢in 2-
24 saatlik bir siire gerekli olmasidir. Son yillarda mikrodalga teknigi uygulanarak bu

sure kisaltilabilmektedir.
Sililleme

GC-MS analizlerinde yaygin olarak kullanilan sililleme tekniginde alkoller,
aminoasitler, karbonhidratlar, steroidler ve amino alkollerde bulunan aktif hidrojenle
bir alkilsilil grubu yer degistirir (Sekil 2.25). En ¢ok trimetilsilil (TMS) tiirevi
olusturulur. Ozellikleri degiskenlik gosteren birden fazla TMS reaktifi vardir.

C|l o]
FAl—C——N—CH; +H—Y—R ———= TM§——Y—R + FC—C—N—CH;,
™S CH,
N-Metiltrimetilsililtrifloroasetamid  ¥: O, S, NH, COO
TMS: Si(CHy) R: Alkil, Aril

Sekil 2.25. Sililleme tepkimesi
En ¢ok kullanilan tiirevlendirme reaktifleri Tablo 2.7°de verilmistir.

Tablo 2.7. Turevlendirme reaktifleri

Kimyasal adi Kimyasal formiilii Tiirevlendirme teknigi
. O 0O .
N-Metil- )_I\ )-I\ Asetilleme
bis(trifluoroasetamit
( (MBTFA) : FsC™ N™ "CFs
CHj
Trifluoroasetik asit )OL )O]\ Asetilleme
anhidriti
(TFA) FsC~ O~ “CF,
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PentafliﬁL?E:ﬁpiyonik j.J\ j}\ Asetilleme
(PFPA) F:CF-C™ "O° "CFyCF3
o o |
Heptafluobutirik anhidrit S Asetilleme
(HFBA) F1CF.CF.C O CF.CF§CF4
ch\ ,CHS
N,N-Dimetilformamidedi- H3C N CHs Alkilleme
tert-biitil asetat HSC%\O /ko 4LCH3
H,C CHj
Bor trifloriir metanol BF; « CH30H Alkilleme
Metil iyodiir CHsl Alkilleme
N-Metil-N- Q CH3 Sililleme
(trimetiIsililrz]tirtifluoroaseta Fy C)J\N SI—CH3
(MSTFA) H3C CH3
O CHj Sililleme
Trimetilsilil asetat )J\ SI CHj;
HsC™ O
CH3
N,O- CF3
Bis(trimetilsilil)trifluoro- CHs /)\ GHa Sililleme
asetamit H3C— SI_ O-Si—CHs
(BSTFA) CHs CHs
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O (;)H3
Trimetilsilil trifluoroasetat )J\ .Si-CHj Sililleme
@) .
N-tert-Butildimetilsilil-N- s CHs Sililleme
metiltrifluoroasetamit —Qi—1¢
(MTBSTFA) FsC™ N=Si—tBu
HsC CHs;
N
{3
N-Trimethylsililimidazol ||\| Sililleme
(TMS1) HsG-Si-CHs
CHs
Klorotrimetilsilan HSC‘Si’CI Sililleme
TMCS N
(TMES) HsC 'CHag

2.6.4. Numune Hazirlama

Numune hazirlama basamagi, analitik kimyada nicel analizler i¢in en 6nemli
islemdir. Numune analizi, genellikle kan, plazma, idrar gibi bulunmasi istenen madde
disinda birgok bilesenin yer aldigi karigik bir matriksten yapilir (88). Numune
hazirlama basamaginda, analiti deristirmek ve numuneyi istenmeyen bilesenlerden
temizleme islemleri de bulunmaktadir. Bu yiizden analize baslamadan 6n numune
hazirlama iglemi uygulanmasi gerekir. Bu islem i¢in yontem se¢iminde,

Analiz edilecek maddenin 6zellikleri,

Calisilan matriks,

Y 6ntemin kolay uygulanabilirligi,

Yontemin ucuzlugu gibi parametreler 6nemli birer etkendir (89).

Bir karisimdan bir bilesigi uygun bir ¢oziicii yardimiyla ayirma islemine
titketme denir. S1vi-siv1 tikketme ve kat1 faz tiikketme teknikleri ile yapilan 6n hazirlama

islemi maddelerin biyolojik materyalden analizi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
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2.6.5 Sistem Uygunluk

Sistem uygunluk testi (SUT) analiz islemine ya da ger¢ek numune ¢alismasina
baslamadan 6nce, analiz sirasinda analitik sistemin uygunlugundan emin olmak ig¢in
sistemin referans standart madde ile kontrol edilmesidir. Sivi ve gaz kromatografisi
icin cok 6nemli bir faktordiir. k', enjeksiyon kesinligi, Rs, kuyruklanma faktérii (T) ve

N degerleri Tablo 2.8’da belirtilen sinirlar i¢cinde olmalidir.

Tablo 2.8. SUT i¢in gegerli parametreler ve degerleri

Parametre Sinirlar
K k>2
Enjeksiyon kesinligi n>5 ve BSS<%1
Rs Rs>1.5
PAO PAO<1.5
N N>2000

n: Enjeksiyon sayisi, BSS: Bagil standart sapma
2.6.6. Analitik Yontem Validasyonu (90, 91)

Analitik yontem validasyonu, bir analizde bilimsel biitiinliik ve uygunlugun
saglanmasi ile amaclanan kullanim i¢in yontemin kesinliginin, giivenilirliginin ve
kalitesinin belirlenen kosullara uygun oldugunun gosterilmesinde kullamilir. Bir
analitik yontemin, rutin kullanima uygulanmadan 6nce, farkli cihaz, farkli matriks gibi
valide edilmis yontemin kosullarinda herhangi bir degisiklik oldugunda, yontem
degistirildiginde ve degisiklik yontemin orijinal kullanimi disinda ise valide edilmeye

veya tekrar validasyona ihtiyaci vardir.
Validasyon Parametreleri

Yontem validasyon degerlendirilmesi i¢in validasyon parametreleri kullanilir.
Bu parametrelerin analizi i¢in farmakopeler veya Uluslararasi Harmonizasyon
Konferans1 (ICH), Amerika Bilesik Devletleri Gida ve Ilag Uygulamalart Kurumu (US
FDA) ve Avrupa ilag Ajansi (EMA) gibi yasal kuruluslarin hazirladig1 kilavuzlar

kullanilir.
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Biyoanalitik yontem validasyonu i¢in incelenmesi gereken parametreler US
FDA tarafindan asagida sekilde siralanmustir (92).
Kararlilik
Ozgiinliik (Secicilik)
Dogrusallik
Dogruluk
Kesinlik
Duyarlilik (G6zlenebilme siir1 (LOD) ve Alt tayin sinir1 (LOQ))
Saglamlik
Tutarlilik
Sistem uygunluk

Geri kazanim
Kararhhk

Standart ve plazma numuneleri saklama, hazirlama, analiz siirecinde
bozunmaya ugrayabilir. Bu numunelerin asagida belirtilen kosullarda kararliligi
incelenmelidir.

- Kisa donem kararlilik

- Uzun dénem kararlilik

- Oto ornekleyici kararlilig

- Donma ve ¢6zme kararliligi

Her kosul sonunda taze hazirlanmis ¢06zeltinin ¢alisma kosullarindaki
kararlilig1 ile beklemis numunelerin kararliliklar: istatistiksel hesaplamalar ile
karsilastirilir. Aralarinda %2’den fazla fark bulunmamas: istenir. Kararlilik
calismalarinda, taze hazirlanmis stok ¢ozelti ve analit icermeyen, girisim yapmayan
bir biyolojik matriks kullanilir. Analitin uygun sartlarda hazirlanan stok ¢6zeltisinin

derisimi bilinmelidir.

Kisa donem kararhhk; Yiksek ve diisiik derisimdeki standart ¢ozeltiler ve
plazma numunesi oda sicakligina getirilir, 4-24 saat siiresince (¢alisma sirasinda

kullanilan siireye gore) oda sicakliginda tutulur ve araliklarla analiz edilir.
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Uzun donem kararhhk; Yiiksek ve diisiikk derisimdeki standart ¢ozeltiler ve
plazma Ornegi aymi sartlar altinda saklanir (en fazla ilk alinan numune ile son

numunenin analizi arasinda gegen siire kadar) ve belirli araliklarla analiz edilir.

Oto ornekleyici kararhhg@; Hazirlanan standart c¢ozelti ve plazma

numunelerinin, oto 6rnekleyicide bekleme siiresince kararli olup olmadiklari incelenir.

Donma-¢6zme kararhhgi; 3 donma-¢ézme dongiisii uygulanir. Hazirlanan
yiiksek ve diisiik derisimdeki en az 3’er standart ¢ozelti ve plazma numuneleri
belirlenen saklama sicakliginda dondurulur ve en az 24 saat bekletilir ve oda
sicakliginda ¢6ziiniir. Numuneler tamamen ¢oziindiikten sonra tekrar ayni kosullarda
24 saat boyunca dondurulur. Bu dongii toplamda 3 kez tekrarlanir ve dongili sonunda

analiz edilir.
Ozgiinliik

Yontemin sadece hedeflenen bilesen veya bilesenleri, ortamda bulunan diger
bilesenlerden kaynaklanan girisim olmadan tayin edebilme yetenegidir. Sayisal bir
degeri yoktur. US FDA biyoanalitik yontem kilavuzuna gore se¢icilik i¢in en az alt1
farkli biyolojik materyalden analiz yapilmalidir ve herhangi bir girisim olup olmadig:
kontrol edilmelidir. Bir biyolojik matrikste girisim yapabilecek maddeler asagida
verilmistir;

Biyolojik matriksteki endojen bilesikler
Metabolitler
Ayrisma iiriinleri ve bozunma iiriinleri
Safsizliklar
Yardimc1 maddeler
[laglarm birlikte uygulanmasi
Eger yontem birden fazla maddeyi analiz etmek i¢in kullanilacak ise tayin

edilecek maddeler de birbirleri ile girisim yapmamalidir.
Dogrusallik

Dogrusallik, bilinen analit derisimi ile 6l¢iilen sinyalin dogru orantili sonug

saglayabilme yetenegidir. Derisime kars1 sinyal grafige gecirilerek kalibrasyon
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dogrusu elde edilmis olur. Daha sonra hazirlanan standart ¢ozeltilerin analizi yapilir
ve sonuglar bu kalibrasyon dogrusu verileri ile hesaplanir ve hazirlanan analit
derisimine karsi bulunan standart derisimi grafige gegirilerek, dogrusallig1 irdelenir.
Dogrunun egimi, y eksenini kestigi nokta ve korelasyon katsayisi belirtilerek
regresyon analizi ve gerekli istatistiksel degerlendirmeler yapilmalidir.

US FDA biyoanalitik yontem gecerliligi kilavuzuna gore, alt tayin sinir1 (LOQ)
dahil en az bes nokta secilir ve bu noktalardaki gercek derisim ile bulunan derisim
arasinda standart sapmasi, LOQ seviyesinde %20 diger derisimlerde %]15’¢ kadar

olanlar kabul edilir.
Dogruluk

Bir yontemin dogrulugu kullanilan yontem ile elde edilen sonuglarin gercek
degere ne kadar yakin oldugunu gosterir. Dogruluk ti¢ farkli sekilde belirlenebilir.

I.  Bilinen derisimlerdeki standartlarin analizleri, 3 farkli derisimde en az 3
tekrarlt ayni giin i¢inde (intra-day) ve 6 farkli giinde (inter-day) yapilarak
bulunan degerlerle gercek degerler karsilastirilir. Sonuglar % bagil hata (bias)
ile degerlendirilir.

Il.  Kullanilan yontemle bulunan degerler kaynaklarda bulunan gegerliligi
kanitlanmis yontemle karsilastirilir.

I1l.  Standart ekleme teknigi ile geri kazanim degerleri hesaplanir.
Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, sonuglarin tekrarlanabilirligini gosterir. Farkli
derisimlerdeki standartlarin tekrarli analizleri yapilarak bagil standart sapma (BSS)
degerleri hesaplanir ve standart sapmanin ortalamaya gore % kaglik degisim gosterdigi
bulunur.

Dogrusal aralikta bulunan 3 derisim degerinde hazirlanan numunelere giin igi
ve glinler arasi analizler uygulanir ve BSS hesaplanir. Kesinligi belirlemede sistem
(enjeksiyon) tekrarlanabilirligi de kontrol edilir. Sistem tekrarlanabilirliginde dogrusal
aralikta bulunan bir derisim degerinde hazirlanan bir numuneden arka arkaya 10

enjeksiyon yapilarak bagil standart sapma hesaplanir.
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Dogrusal aralikta bulunan 3 derisim degerinde hazirlanan numunelere giin ici

ve giinler arasi analizler uygulanir ve BSS hesaplanir.
Duyarhhk

Gozlenebilme sinir1 (LOD), analitin bir analitik yontemle nitel olarak tayin
edilebilen nicel olarak bir anlam ifade etmesinin gerekmedigi derisimdir. LOD’yi
saptamada ti¢ farkli yaklagim vardir.

I.  Sinyal/giiriiltii (S/G) orani: Analitik yontemde zemin giiriiltiisii varsa S/G
oranindan yararlanilir. Derigimi (diisiik) bilinen numunelerden 6Slgiilen deger,
kor numunelerinki ile karsilastirilir ve tayin edilebilecek en diisiik derisim
belirlenir. S/G = 3 oldugu deger LOD degeri olarak kabul edilir. Ancak bu
deger alet, matriks gibi degiskenlere gore farklilik gosterir.

Il.  Gorsel degerlendirmeye dayanir: Bilinen derisimdeki analitten giivenilir bir
sekilde en diigiik derisimin saptanmasidir.

[1l.  Sinyalin standart sapmasi (s) ve kalibrasyon dogrusunun egimi (S) ile
hesaplanir: LOD = 3,3 s/S olarak bulunur.

Bir analitik yontemde alt tayin sinir1 (LOQ), analitin kabul edilebilir nicel
sonug verebilen uygun kesinlik ve dogrulukta tayin edilebilecek en diistik derisimidir.
LOQ’yu saptamada ti¢ farkli yaklagim vardir.

I.  Sinyal/giiriiltii (S/G) orani: Zemin giiriiltiisii veren analitik bir yontemde S/G
orani diigiikk derisimlerde hazirlanan analitin sinyalinin kor ¢ozelti sinyaliyle
karsilagtirilmasiyla bulunur. S/G oraninin 10:1 oldugu deger LOQ degeri
olarak kabul edilir.

ii.  Gorsel degerlendirmeye dayanir: Bilinen derisimdeki analitten dogru ve kesin
bir sekilde en diisiik derisimdeki miktarinin bulunmasidir.

iii.  Sinyalin standart sapmasi (s) ve kalibrasyon dogrusunun egimi (S) ile
hesaplanir: LOQ = 10 s/S olarak bulunur.

Saglamhk

Saglamlik, yontem parametrelerine uygulanan kasith kiiclik degisimlerden

yontemin giivenilirliginin etkilenmeden kalabilme kapasitesini gosterir. Ornegin,
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hareketli faz bilesimi, akis hizi, pH gibi parametrelerde kiiciik degisiklikler yapilir ve

sonuclara ait BSS degerleri karsilastirilir.

Tutarhhk

Bir analitik yontemin tutarliligi, yontemin farkli analizci, farkli cihaz veya
farkli laboratuvar gibi degisikliklerde yeniden iiretilebilirliginin derecesidir. Her bir

durumda elde edilen sonuglar arasinda fark olup olmadigi istatistiksel olarak gosterilir.
Geri Kazanim

Analitin geri kazanimi, plazma, idrar gibi biyolojik matrikse eklenen ve ¢esitli
tiilketme yontemlerinden sonra analitin analiz sonunda verdigi cevap ile saf standart
¢ozeltinin analizinden elde edilen cevabin karsilagtirilmasidir. Analitin geri kazanim
sonucunun kesin, dogru ve verimli olmasi istenir. Geri kazanim c¢alismasinda
numuneler diisiik, orta ve yiiksek olmak lizere {li¢ farkli derisimde hazirlanir, tiiketme
isleminden sonra alman cevap ile tiiketilmeyen standart maddenin cevabi

karsilastirilir.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kullanilan Cihazlar

Gaz Kromatografisi - Kiitle Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra MSD
Spektrometrisi

Vakumlu santrifiij Hermle Z 233 M-2 (15000 dev dk™)
Hassas terazi Mettler-Toledo AG 285

Milli Q deiyonize su cihazi Barnstead NanoPure Diamond
Ultrasonik banyo Bandelin, Sonorex, RK514 BH
Vorteks karistirici IDL RS2

Derin donduruculu buzdolabi Bosch

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Metoksiamin hidrokloriir Sigma

N-metil-N-trimetilsililtrifloroasetamit+tri- Thermo
metilklorosilan (MSTFA + %1 TMCS)

N-tert-butildimetilsilil-N- Sigma

metiltrifluoroasetamit+tert-biitildimetilklorosilan

(MTBSTFA + %1 TBDMSCI)

N-metil-bis(trifluoroasetamit) (MBTFA) Sigma
Piridin(= %99,5) Sigma
Aseton Sigma
2-hidroksi biitirik asit (2-HB) Sigma
3-hidroksi biitirik asit (3-HB) Sigma

B-hidroksi izovalerik asit (B-HIVA) Sigma



Urasil (URA)

L-glutamik asit (GLU)
Maltoz monohidrat (MAL)
D-(+)-melezitoz hidrat (MEL)
Miristik asit-d27 (iS)
Asetonitril (> %99,5)
Metanol (> %99,5)

Isopropil alkol

Helyum gaz1 (%99,9)

3.3. Kullanilan Cam ve Sarf Malzemeler
DB5-MS kolon (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm
+ 6n kolon 10 m)

Vial (vida kapakli)
Insert silillenmis
Ependorf tiip

Mikropipet

Mikropipet ucu

Balon joje

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Ankara Gaz

Agilent

Shimadzu

Shimadzu

Polipropilen, 1,5-2 mL
Eppendorf

0,1-10, 10-100, 100-1000,
1000-5000 pL

Isolab

0,1-10, 10-100, 100-1000,
1000-5000 pL

5-50 mL pyreks®
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3.4. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

2-HB stok cozeltisi (2000 pg mL?): 10,0 mg standart 2-HB tartilip 5 mL’lik
balon jojeye alinmis iizerine yaklasik 2 mL MeOH:su (1:1) (h:h) karisimi1 eklenerek
ultrasonik banyoda ¢oziinmesi saglandiktan sonra ayn1 ¢oziicii karisimi ilave edilerek
hacim 5 mL’ye tamamlanmistir. 2-HB calisma standartlar1 bu stok ¢o6zeltiden

MeOH:su (1:1) (h:h) ile uygun seyreltmeler yapilarak giinliik olarak hazirlanmistir.

3-HB stok ¢ozeltisi (2000 pg mL1): 10,0 mg standart 3-HB tartilip 5 mL’lik
balon jojeye alinmis iizerine yaklagik 2 mL MeOH:su (1:1) (h:h) karigim1 eklenerek
ultrasonik banyoda ¢oziinmesi saglandiktan sonra ayn1 ¢oziicii karigimi ilave edilerek
hacim 5 mL’ye tamamlanmistir. 3-HB caligma standartlar1 bu stok ¢ozeltiden

MeOH:su (1:1) (h:h) ile uygun seyreltmeler yapilarak giinliik olarak hazirlanmistir.

B-HIVA stok cozeltisi (2000 pg mL): 10,0 mg standart B-HIVA tartilip 5
mL’lik balon joje igerisindeyaklasik 2 mL MeOH:su (1:1) (h:h) karigimu1 ile ¢6ziinmesi
saglandiktan sonra ayni1 ¢ozlicii karigimi ilave edilerek hacim 5 mL’ye tamamlanmustir.
B-HIVA calisma standartlar1 bu stok ¢ozeltiden MeOH:su (1:1) (h:h) ile uygun

seyreltmeler yapilarak giinliik olarak hazirlanmistir.

URA stok ¢ozeltisi (2000 ng mL?): 10,0 mg standart urasil tartilarak 5 mL’lik
balon jojeye alinmis, yaklasik 2 mL distile su ile ¢oziinmesi saglandiktan sonra distile
suilave edilerek hacim 5 mL’ye tamamlanmistir. URA calisma ¢ozeltileri bu stok

cozeltiden distile su ile uygun seyreltmeler yapilarak giinliik olarak hazirlanmistir.

GLU stok ¢ozeltisi (2000 pg mL1): 10,0 mg standart GLU tartilarak 5 mL’lik
balon jojeye alinmis, yaklasik 2 mL distile su ile ¢oziinmesi saglandiktan sonra distile
su ilave edilerek hacim 5 mL’ye tamamlanmistir. GLU caligma ¢ozeltileri bu stok

¢ozeltiden distile su ile uygun seyreltmeler yapilarak giinliik olarak hazirlanmistir.

MAL stok ¢ozeltisi (2000 pg mL™?): 10,0 mg standart maltoz tartilarak 5
mL’lik balon jojeye alinmis, yaklasik 2 mL distile su ile ¢6ziinmesi saglandiktan sonra
distile su ilave edilerek hacim 5 mL’ye tamamlanmistir. MAL calisma ¢6zeltileri bu

stok ¢ozeltiden distile su ile uygun seyreltmeler yapilarak giinliik olarak hazirlanmigstir.
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MEL stok ¢ozeltisi (2000 ng mL™1): 10,0 mg standart melezitoz tartilip 5
mL’lik balon joje igerisinde yaklagik 2 mL MeOH:su (1:1) (h:h) karigimi ile ¢6ziinmesi
saglandiktan sonra ayni1 ¢6ziicli karigimi ilave edilerek hacim 5 mL’ye tamamlanmustir.
MEL c¢alisma c¢ozeltileri bu stok ¢6zeltiden MeOH:su (1:1) (h:h) ile uygun
seyreltmeler yapilarak giinliik olarak hazirlanmistir.

Kullanilan biitiin stok ¢ozeltiler 1000’er pL ependorf tiiplere aktarilarak -20°C

de saklanmustir.

Metoksiamin hidrokloriir/piridin ¢ozeltisi (20 mg mL™?): 50 mg
metoksiamin hidrokloriir katis1 tartilarak viale almnir. Uzerine otomatik mikropipet
(100-1000 pL) ile 250 pL piridin ilave edilir, tamamen ¢dziinmesini saglamak i¢in

vortekslenir. Her analiz 6ncesinde taze olarak hazirlanmistir.

Miristik asit-d27 (IS) ¢ézeltisi (2000 ng mL1): 2,0 mg standart miristik asit-
d27 tartilarak 2 mL’lik ependorf tiipe alinmis, iizerine 1 mL metanol ilave edilerek
¢oziinmesi saglanmistir. Miristik asit-d27 calisma ¢ozeltileri bu stok ¢ozeltiden
metanol ile seyreltmeler yapilarak hazirlanmistir. Her analiz Oncesinde taze

hazirlanarak kullanilmistir.
Calisma standartlari:

a. Standart karisim ¢ozeltisi (100 pg mL™); Her bir metabolitin stok ¢ozeltisinden
(2000 pg mL™1) 50 pg mLt alinmis ve 650 pL su ilave edilerek hacim 1 mL’ye
tamamlanmistir. Standart karisim ¢ozeltisi giinliik olarak hazirlanmistir.

b. Kalibrasyon dogrusu igin calisma standartlari; Istenen derisimde calisma
standarti hazirlamak i¢in standart karisim ¢ozeltisinden uygun hacimlerde
alinmis, kuruluga kadar ugurulup, 20 pL metoksiamin hidrokloriir/piridin
cozeltisi eklenmis 90 dk 30°C’de bekletilmeyi takiben 60 nL. MSTFA + %1
TMCS eklenmis ve 25 dk 60°C’de bekletildikten sonra GC-MS viallerine

aktarilmistir.
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3.5. Etik Kurul izni

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’'ndan GO14/173 no’lu
“Down Sendromunun Yiiksek Secicilikte Tanis1 i¢cin Metabolomik Yaklasimlar”
isimli proje i¢in alinan etik kurul izninin bu tez kapsaminda da kullanilmasi 19.09.2014

tarihli etik kurul karariyla uygun bulunmustur (Ek 1).
3.6. Plazma Numunelerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Numuneler, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali Perinatoloji Bilim Dali tarafindan gebeligin 11-22. hafta arasinda CVS
veya amniyosentez uygulanmasi sonucu invaziv plarental tan1 konulan hasta gebelere
ve saglikli gebelere ait plazma numuneleri alinmustir.

Gebelerden EDTA’11 tiibe alinan 5 mL tam kandan santrifiij sonrasi elde edilen
plazma numuneleri, Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya

Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvarinda -20°C’de analize kadar saklanmaistir.
3.7. Analiz Yontemi
3.7.1. Protein Coktiirmesi

100 pL bos plazma veya su iizerine standart karisim ¢ozeltisinden belirlenen
hacimlerde almmus, 10 puL IS (100 pg mL™) ve protein ¢oktiirmesi icin 790 pL
asetonitril ilave edilmistir. Toplam hacim 1 mL’ye su ile tamamlanmistir. 1 dk
vortekslendikten sonra vakumlu santrifiij ile 15000 dev dk¥de 10 dk

santrifiijlenmistir. 750 pL supernatant alinarak kuruluga kadar ugurulmustur.
3.7.2. Tiirevlendirme

Ependorf tiibiin igerisine 10 pg mL™ standart karisim ¢ozeltisi konulup 1 saat
ucurulduktan sonra iizerine 20 puLL metoksiamin hidrokloriir/piridin ¢6zeltisi eklenmis,
1 dk vortekslenip ve 30°C’de 90 dk etiivde bekletilmistir. Etiivden ¢ikarilip oda
sicakligina getirildikten sonra iizerine 80 pL tlirevlendirme reaktifi (MSTFA + %1
TMCS, MTBSTFA + %1 TBDMSCI, BSTFA) eklenip maddenin farkli sicakliklarda
(37, 50 ve 60°C) ve farkli zaman dilimlerinde (10, 15, 20, 25, 30 dk) tiirevlendirilmesi
saglanmistir. MSTFA + %1 TMCS ve MTBSTFA + %1 TBDMSCI tiirevlendirme
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reaktifleri i¢in piridinli metoksiamin hidrokloriir ¢6zeltisi eklenerek ve eklenmeden bir
seri analiz yapilmistir. Ayni tiirevlendirme reaktifleri i¢in sicaklik ve siire
parametreleri sabit tutularak tiirevlendirme reaktifinin miktar1 60, 70, 80, 90, 100 uL

olarak degistirilmistir.
3.7.3. Kromatografik Kosullar

Analiz i¢in Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra cihazt ve %5 difenil %95
dimetilpolisiloksan (30 m +10 m 6n kolon; 0,25 mm ig ¢ap ve 0,25 um film kalinligr)
kapiler kolon kullanilmigtir. Firin sicaklik programi; 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 6 dk beklenir ve sogutulur. Kiitle Se¢ici Dedektér (MSD) transfer bolmesi
sicaklign 290°Cdir. Sabit faz helyum ve akis hiz1 2,80 mL dk™*’dir. Enjeksiyon tiirii
bolmeli ve orani 1:10’dur. Coziicii gecikme siiresi 5,90 dk ve toplam analiz stiresi 25
dk olarak ayarlanmistir. I¢ standart olarak miristik asit-d27 kullanilmistir.

Giinliik ¢alismanin baslangicinda otomatik ayar yapilmigs ve otomatik ayar
sartlar1 kaydedilmistir. Her analiz 6ncesinde, yikama c¢ozeltileri olarak kullanilan
aseton siseleri yenilenmistir. Tiirevlendirmenin viale alindiktan sonra da bir siire
devam ettigi varsayilarak ve cihazin dengelenmesi igin her seri analizin baglangicinda

en az 2 kere aseton enjeksiyonu yapilmistir.
3.8. Sistem Uygunluk Testi (SUT)

SUT, 1 pg mL? standart karigim ¢dzeltisinin on tekrarli enjeksiyonu yapilmus
olup elde edilen veriler Amerika Farmakopesi’nde (USP) (93) belirtilen ve Tablo
2.9°da verilen enjeksiyon kesinligi, kapasite faktorii, ayiricilik, teorik tabak sayisi ve

pik asimetri oranina gore degerlendirilmistir.
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3.9. Yontem Validasyonu (92)

Gelistirilen yontemin validasyon ¢alismalarinda, US FDA yo6netmeliginde yer
alan biyolojik materyal analizi igin kararlilik, 6zgilinliik, dogrusallik, dogruluk,
kesinlik, tekrarlanabilirlik, duyarlilik, saglamlik ve tutarlilik parametreleri

incelenmistir.
3.9.1. Kararhhk

Kisa dénem kararhlik; 1 ve 10 pg mL? derisimde metabolit standart karisim
cozeltileri oda sicakliginda 6, 12, 24 saat beklendikten sonra analiz edilmistir (n = 3).
Ayni derisimde taze hazirlanmig standart ¢ozeltilerle karsilastirilarak kalan miktarlar
hesaplanmustir.

Uzun dénem kararhlik; 1 ve 10 pg mL* derisimde metabolit standart karigim
¢ozeltileri -20°C’de (derin dondurucuda) 1 ay bekletilmis ve oda sicakligina kadar
1sinmas1 beklendikten sonra analiz edilmistir (n = 3). Ayni1 derisimde taze hazirlanmis

standart ¢ozeltilerle karsilagtirilarak kalan miktarlar hesaplanmistir.

Oto ornekleyici kararhligi; 1 ve 10 pg mL? derisimde tiirevlendirilen
standart ve plazma numune ¢ozeltileri analiz edildikten sonra 24 saat oto 6rnekleyici

de bekletilmis ve tekrar analiz edilmistir (n = 3).

Donma-¢6zme kararlihgi; 1 ve 10 pg mL? derisimde derisimde metabolit
standart karisim ¢ozeltileri -20°C’de 24 saat dondurulmus (n = 3), derin dondurucudan
¢ikarilip oda sicakligina geldigi zaman analiz edilmistir. Bu islem 3 defa tekrarlanarak
3 dongii olusturulmustur. Aynm1 derisimde taze hazirlanmis standart cozeltilerle

karsilastirilarak kalan miktarlar hesaplanmistir.

Ayrica 10 pg mL12-HB, 3-HB, URA, GLU, MAL ve MEL eklenmis plazma
numunelerinin oda sicakliginda 6, 12, 24 saat beklendikten sonra, -20°C’de (derin
dondurucuda) 1 ay bekletildikten sonra oda sicakligina getirilmis ve analiz edilmistir.
Donma-¢dzme dongiisii 3 kez tekrarlanmistir. Ayni derisimde taze hazirlanmis plazma

numuneleri ile karsilastirilarak kalan miktarlari hesaplanmistir (n = 3).
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3.9.2. Ozgiinliik (Secicilik)

C)zgﬁnlﬁk, 2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL’in ¢alisma
standart ¢ozeltilerinde derisim ile dogru orantili pik alan artisi, alikonma zamanlarinda

kayma olup olmadig1 ve m/z degerlerinin irdelenmesi ile belirlenmistir.

3.9.3. Dogrusallik

Dogrusalligin saptanmast i¢in 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 3, 5, 8, 10, 20 ve 50 nug
mL? arahginda 12 farkli derisim seviyesinde ¢alisma standart c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisi, her bir standart maddenin pik alanmin IS nin pik
alanimna bolinmesiyle elde edilen degerin derisime karsi grafige gecirilmesi ile
olusturulmustur. Kalibrasyon egrisine ait regresyon denklemi ve tanimlayicilik
katsayis1 hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolii
ve korelasyon katsayisi onem kontrol testleri yapilmistir. Ayrica yontemin
dogrusalliginin kontrolii i¢in olmasi gereken derisime karsi kalibrasyon verileri
kullanilarak bulunan derisimler grafige gecirilmis ve olusan egrinin dogrusallig

incelenmistir.
3.9.4. Dogruluk

Dogruluk, giin i¢i ve glinler aras1 ¢calismalar yapilarak belirlenmistir. Giin igi
calismalar, ayn1 giin iginde ii¢ farkli derisimde (1, 5 ve 8 pg mL™?) hazirlanan standart
maddelerin analizlerinden elde edilen cevaplara ait % bagil hata (BH) degerleri (n =
6), giinler aras1 ¢alismalar ise, ii¢ farkli derisimde (1, 5 ve 8 pg mL™?) hazirlanan
standart maddelerin art arda 6 giin yapilan analizlerinden elde edilen cevaplara ait %

bagil hata (BH) degerleri (n=6), hesaplanmasi ile gosterilmistir (Ek 2).
3.9.5. Kesinlik

Yontemin kesinligi, giin i¢i ve giinler aras1 ¢aligmalarla degerlendirilmistir.
Glin i¢i caligmalarda, dogrusallik araliginda bulunan 3 farkli derisim (1, 5 ve 8 pg mL”
1y seviyesinde 6 seri ¢ozelti hazirlanmis ve bu ¢ozeltiler aym giin i¢inde analiz
edilmistir. Giinler arasi ¢caligmalar ise, dogrusallik araliginda bulunan 3 farkli derisim

(1, 5 ve 8 ug mL™) seviyesinde hazirlanan 6 seri ¢dzeltinin 6 farkli giinde analiz
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edilmesiyle gergeklestirilmistir. Kesinlik sonuglar1 bagil standart sapma (BSS)
degerlerinin hesaplanmasi ile belirtilmistir (EK 2).

Sonuglar pik alan oranlariin kalibrasyon dogrusu denkleminden hesaplanan
derisim degerlerinin BSS’lar1 hesaplanarak degerlendirilmistir.

Enjeksiyon (cihaz) tekrarlanabilirligini 6lgmek i¢in, dogrusal araliktaki 1 pg
mL? standart karisim c¢ozeltisi ve 1 pg mL? IS iceren ¢dzeltinin on tekrarli

enjeksiyonu yapilmis ve sistem uygunluk parametreleri degerlendirilmistir.
3.9.6. Duyarhlik (Gozlenebilme ve Alt Tayin Sinir1)

Yontemin duyarliligi gozlenebilme sinirinin (LOD) ve alt tayin sinirinin
(LOQ) saptanmasiyla degerlendirilmistir. LOD, sinyal/giiriilti (S/G) oranm1 3
oldugunda ve LOQ, siyal/giiriiltii (S/G) oran1 10 oldugunda belirlenebilen en kiigiik

derisim olarak belirlenmistir.
3.9.7. Saglamlik ve Tutarhhk

Tiirevlendirici miktar1 (58 — 60 uL), tiirevlendirme sicaklig1 (58 — 62°C) ve
siiresi (23 — 27 dk), firin baslangic sicaklig1 (58 — 62°C), akis hiz1 (2,6 — 2,8 pL) icin
optimum deney cihaz kosullarinda kiigiik degisiklikler yapilarak, yontemin saglamligi
incelenmistir. 1 pg mL™? derisimde standart karisim ¢dzeltisi analiz edilmistir. Bu
degisikliklerin etkisi optimum deney kosullarinda yapilan analizlerle karsilastirilarak
t-testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Tutarlilik, farkli analizci etkisi incelenerek degerlendirilmistir. Analizci A ve
analizci B olmak iizere iki farkli analizci tarafindan ayni anda hazirlanan 1 pg mL™
derisimde metabolit iceren standart ¢ozelti ayn1 optimum deney kosullarinda analiz

edilerek Mann-Whitney U Testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
3.10. Geri Kazanim

Geri kazanim ¢alismalarinda, her bir standart i¢in dogrusallik araligina giren
yedi farkli derisimdeki (0, 1, 2, 3, 5, 8, 10 pg mL™) numuneler, plazmaya standart
ekleme yapilarak Tablo 3.1” de gosterildigi sekilde hazirlanmustir.
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Tablo 3.1. Geri kazanim i¢in numune hazirlama

B darand i son
0§ standartindan ¢ I .
plazma (10 ng mL1) Su standart Asetonitril rgetff\pol!t
(nL) eklenen miktar (nL) (nL) (rL) erlsm_lll
(uL) (ng mL™)
100 0 100 10 790 0
100 1 99 10 790 1
100 2 98 10 790 2
100 3 97 10 790 3
100 5 95 10 790 5
100 8 92 10 790 8
100 10 90 10 790 10

Hazirlanan numuneler 15000 dev dk™**de 10 dk sanrifiijlendikten sonra 750 pL
santrifiigat alinmis ve 25°C’de 5 saat ugurulmustur. Ugurulan numuneler optimize
edilen tiirevlendirme sartlarinda tiirevlendirildikten sonra optimize edilmis

kromatografik sartlarda analiz edilmistir.

Her metabolit i¢in eklenen standart metabolit derisimine karsi metabolit
alanmin i¢ standart alanina oranmin grafige gecirilmesiyle olusan dogrularin x
eksenini kestigi noktadaki derisim degerleri, olusan standart ekleme dogrusuna ait
denklemde (y=ax+b) y yerine 0 degeri konularak bulunmustur (bos plazma igindeki
metabolit miktari). Daha sonra bilinen metabolit derisimleri ayni1 bos plazmaya
eklenerek elde edilen ¢ozeltilerin analizleri standart ekleme yontemiyle yapilmis ve
bulunan degerlerden bos plazmadan elde edilen metabolit degerleri ¢ikarilarak eklenen
metabolit miktarlar1 bulunmustur. Calisilan her derisime karsilik gelen geri kazanim
degerleri bulunmus ve her metabolit icin ortalama geri kazanim degerleri

hesaplanmistir (N=6).
3.11. Yontemin Ger¢ek Numunelere Uygulanmasi

Plazma numuneleri analiz edilmis ve daha sonra iizerine 1, 2 ve 3 ug mLtartan
derisimde standart karisim ¢ozeltisi eklenerek analizler tekrarlanmistir. Plazma
numunesindeki metabolit miktarlar1 standart ekleme yontemiyle bulunmustur. Down
Sendromu tanis1 konmusg hasta ve saglikli gebelerden alinan 100 pL plazma iizerine,

standart karisim ¢ozeltisinden (100 pg mL™?) sirastyla 0, 10, 20 ve 30 pL hacimlerde
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eklenmis, 10 uL IS (100 pg mL™?) ve 790 pL asetonitril ilave edilmistir. Toplam hacim
1 mL’ye su ile tamamlanmistir. 1 dk vortekslendikten sonra vakumlu santrifiyj ile
15000 dev dk*’de 10 dk santrifiijlenmistir. 750 puL supernatant alinarak kuruluga kadar
ucurulmustur. 20 uL metoksiamin hidrokloriir/piridin ¢ozeltisi eklenerek, 30°C’de 90
dk ve daha sonra 60 pL MSTFA + %1TMCS eklenerek, 60°C’de 25 dk tutularak

tiirevlendirme gergeklesmistir.
3.12. Kalite Kontrol Kartlar:

Kalite kontrol kartlar1 (KKK), sistemin kalitesini izlemek i¢in rutin analizlerde
uygulanir. KKK, tek degiskenin takip edilmesi ile olusturulmus, analiz edilen kalite
kontrol (QC) numunelerinin ortalama miktarlarinin ve standart sapma (SS)
degerlerinin hesaplanmasiyla diizenlenmistir. Bu ¢alismada, suya eklenmis 1 pg mL™
derisimde standart karisim ¢6zeltisi 20 giin boyunca her ¢alisma giiniinde ve ¢alisma
oncesinde analiz edilmis, analiz numarasina karsi derigim grafige gecirilerek kalite
kontrol kartlar1 olusturulmustur. Derisimlerin ortalama hedef deger, ortalama+2SS
oldugunda uyari, ortalama+3SS oldugunda ise kontrol sinirlar1 saptanmistir (94, 95).
Kontrol kartlarinda sistemin cevabi her bir QC i¢in noktalar halinde sunulmustur. Tiim
QC cevaplarinin ortalama degerleri ¢izgi kalinlagtirilarak belirginlestirilmistir ve bu

¢izginin iizerinde £2SS ve altinda +3SS cizgileri yer almistir.
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan yedi metabolitin analizi i¢in yontem optimize edildikten

sonra valide edilmis ve numunelere uygulanmaistir.
4.1.Tiirevlendirme Basamaginin Optimizasyonu

Tirevlendirmede MSTFA + %1 TMCS, MTBSTFA + %1 TBDMSCI
tirevlendirme reaktif karigimlari ile silil tiirevleri ve MBTFA tiirevlendirme reaktifi
ile asetilimidazol tiirevleri olusturulmus ve optimizasyon calismalar1 yapilmistir.
Tiirevlendirme tepkimeleri farkli sicakliklarda (37, 50 ve 60 °C) ve farkli zaman
dilimlerinde (10, 15, 20, 25, 30 dk) gerceklestirilmistir. Bu sartlar altinda olusan
trimetilsilil tiirevleri igeren ¢ozeltiler GC-MS cihazina enjekte edilmis ve elde edilen
pik alan degerleri degerlendirilmistir.

MBTFA tiirevlendirme reaktifi kullanilarak tiim metabolitler icin
asetilimidazol tiirevinin olusmamasi nedeni ile analizlere MSTFA + %1 TMCS,
MTBSTFA + %1 TBDMSCT tiirevlendirme reaktifleri kullanilarak sililleme tepkimesi
tizerinden devam edilmistir.

2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL standartlarinin trimetilsilil
tirevlerinin (TMS) kiitle spektrumunda secilen iyon degerleri ve kromatografik

ayirimda bulunan alikonma zamanlar1 Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1. Metabolitlerin trimetilsilil tiirevlerine ait bilgiler (m/z) (n=10)

Allkonma zamani *

Metabolit adx Secilen iyon (m/z) (dk)
2-HB 131 7,46+0,02
3-HB 117 7,98+0,01

B-HIVA 131 8,7240,01
URA 241 10,55+0,02
GLU 246 14,16+0,02
MAL 361 19,70+0,01
MEL 361 24,29+0,02

is 312 16,18+0,01

* Alikonma zamani: Ortalama alikonma zaman1 + Standart hata
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Elde edilen pik sekilleri ve alan degerleri karsilastirildiginda, en simetrik pikler
ve en yiiksek tirevlendirme verimi MSTFA + %1 TMCS tiireviendirme reaktifi
kullanilarak, 60°C’de 25 dk tiirevlendirme sartlarinda gorilmustir (Tablo 4.2).
MSTFA + %1 TMCS tiirevlendirme reaktifi ile olusan TMS tiirevleri Sekil 4.1°de,
olusan tiirevlerin kiitle spektrumlarinin pargalanma iriinleri ise Tablo 4.3.’de
gosterilmistir.

Tablo 4.2. MSTFA + %1 TMCS ile silil tirevi olusturulmasinda tiirev sicakligi ve
sliresinin optimizasyonu*

(S;;)e 2-HB 3-HB B-HIVA URA GLU MAL  MEL
10 11 13 17 18 20 20 2,0
15 13 15 1,5 16 20 18 1,6
379C 20 14 16 1,3 1,3 18 15 1,4
25 16 15 1,1 1,2 16 13 1,3
30 1 1,4 1 1,2 15 14 1,2
Siire
k) 2HB 3HB pHIVA URA GLU MAL  MEL
10 14 20 1,8 20 21 21 2.1
15 15 1,9 1,7 18 21 16 2.1
500C 20 1 1,5 1,5 1,5 1 1,3 1
25 13 15 1,4 1,3 18 14 2,0
30 13 14 1,2 1,1 1,7 13 1,8
Siire 2
k) 2HB 3HB PHIVA URA GLU MAL  MEL
10 18 20 2.1 1,5 1,9 1 1,8
15 16 18 2,0 1,6 1,7 16 1,6
60°C 20 14 14 1,8 14 14 15 1,6
25 1 1 1 1 1 1 1
30 12 11 1,2 1 12 11 1

* Degerler pik asimetri orani olarak verilmistir.
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Sekil 4.1. Metabolitler ve i¢ standardin trimetilsilil tiirevlerine ait kiitle spektrumlari
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Trimetil silil tirevi

Secilen parcalanma iiriiniiniin yapisi

2-HB - 2TMS
3-HB - 2TMS
B-HIVA - 2TMS
/
O p SI:
N
URA - 2TMS N/&O
|
—si— &

GLU - 3TMS
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MAL - 8TMS

MEL - 11TMS

Tiirevlendirme Reaktifi Miktarinin Etkisi

Tiirevlendirme reaktifinin miktarinin yeterli olup olmadigini belirlemek icin
MSTFA + %1 TMCS farkli miktarlarda (50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL) ilave edilerek
bir seri analiz yapilmistir (Sekil 4.2).

Pik alan degerlerinin, 60 uL. MSTFA + %1 TMCS kullanildiginda maksimum

oldugu gozlemlenmistir.
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2-HB 3-HB
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Sekil 4.2. MSTFA + %1 TMCS miktariin pik alanina etkisi
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Metoksiaminasyonun Etkisi

Tiirevlendime tepkimesine piridin katalizorii varliginda metoksiamin
hidrokloriir ¢6zeltisinin etkisini belirlemek i¢in piridinli metoksiamin hidrokloriir
¢Ozeltisi ilave edildikten sonra ve ilave edilmeden tiirevlendirilmis ¢ozeltiler i¢in bir
seri analiz yapilmistir. Piridin varliginda metoksiamin hidrokloriir ¢ozeltisi eklenerek

hazirlanan ¢6zeltilerin verimlerinin daha yiiksek oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.3).

120.00

98.57 98.52 99.00 99.05 99.09 99.25 99.92
100.00

3.36 ) 5.32 5.68
8.53 2.90
80.00
279 6.93
60.00
40.00
20.00
0.00
2-HB 3-HB A GLU MAL MEL

B-HIVA UR

Verim (%)

M Pridinli ™ Pridinsiz

Sekil 4.3. Piridinin metoksiaminasyona etkisi

Elde edilen bu verilerin degerlendirilmesi sonucunda 2-HB, 3-HB, 3-HIVA,
URA, GLU, MAL ve MEL’in GC-MS ile analizlerinde tiirevlendirme isleminin
piridin katalizorii varliginda 20 pL metoksiamin hidrokloriir eklenip 30°C’de 90 dk
bekletilmesinden sonra 60 uL. MSTFA + %1 TMCS ilave edilip 60°C’de 25 dk

bekletilerek yapilmasina karar verilmistir.
4.2. Kromatografik Yontem Kosullarinin Optimizasyonu

Kromatografik analizlerde %5 difenil %95 dimetilpolisiloksan (30 m x 0,25
mm i.¢., 0,25 um) kilcal kolon kullanilmistir. 2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL
ve MEL’in GC-MS ile analizinde en uygun sicaklik programini belirlemek i¢in farkl

kosullarda ¢alismalar yapilmistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Firin sicaklik programlarinin kosullar

Firmin bas. Bekleme  Sicakhk  Firmin son Bekleme  Analiz

sicakhigy siiresi artis orani sicakhig siiresi siiresi
{9 (dk) (°C dk?) €9) (dk) (dk)
Kosul 1 60 1 10 325 10 37,5
Kosul 2 60 1 5 100
20 325 ) 32,3
Kosul 3 60 1 5 100
10 150
60 330 1 18,0
Kosul 4 60 1 10 120
60 300 1 11,0
Kosul 5 60 1 10 100
5 120
10 190
1 195
30 315 1 26,0
Kosul 6 60 1 10 200
30 320 1 20,0
Kosul 7 60 1 10 200
30 320 2 21,0
Kosul 8 60 1 10 200
30 320 6 25,0

Denenen her kosul icin sistem uygunluk parametrelerinden k', Rs ve PAO

hesaplanmistir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Farkl: firin sicaklik programlarinda sistem uygunluk parametreleri

Kosul Sistem 2-HB 3-HB p-HIVA URA GLU MAL MEL
no  uygunluk
parametresi
1 K 3,66 3,97 4,28 553 7,70 11,43 13,92
Rs* 2,00 4,00 4,00 7,00 12,00 12,00 4,00
PAO 1,0 1,1 1,0 14 1,2 1,0 1,1
2 K 5,37 5,53 5,68 6,30 7,39 9,25 10,50
Rs* 1,00 2,50 2,00 350 6,00 4,00 15,00
PAO 1,2 1,0 14 1,3 1,1 1,2 1,0
3 K 6,15 6,46 6,77 7,76 8,14 8,76 9,13
Rs* 2,00 4.20 3,20 1,20 2,00 1,20 19,40
PAO 1,2 1,1 1,0 1,0 1,3 1,2 1,1
4 K 3,66 3,97 4,28 553 7,70 11,43 13,92
Rs* 2,00 5,00 4,00 7,00 12,00 8,00 4,00
PAO 1,0 1,2 1,1 1,3 1,0 1,0 1,1
5 K 4,90 5,22 5,53 6,77 8,94 13,17 14,04
Rs* 2,00 5,00 4,00 7,00 1360 280 3,60
PAO 1,2 1,0 15 1,0 1,3 1,2 1,1
6 K 3,66 3,97 4,28 553 7,70 9,38 10,19
Rs* 2,00 5,00 4,00 7,00 540 2,60 16,00
PAO 1,0 1,3 1,2 1,1 1,2 14 1,0
7 K 3,66 3,97 4,28 553 7,70 9,38 10,19
Rs* 2,00 5,00 4,00 7,00 540 2,60 16,00
PAO 11 1,0 1,0 11 1,2 1,0 1,2
8 K 3,61 3,93 4.39 552 7,78 11,24 14,07
Rs* 7,04 2,54 5.14 363 725 11,13 91
PAO 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

* Kendisinden bir sonra gelen pik ile komsu pik olarak degerlendirilmistir.

Sistem uygunluk parametreleri degerlendirildiginde en uygun firin sicaklik
programinin 60°C firin baslangi¢ sicakliginda 1 dakika bekletildikten sonra, dakikada
10°C artarak 200°C’ye ulasan, daha sonra dakikada 30°C artarak 360°C’ye ulasanve
burda 6 dakika bekletilen Kosul 8 oldugu belirlenmistir (Tablo 4.4).

4.3. Protein Coktiirme Basamaginin Optimizasyonu

Plazmadan metabolitlerin ayirimi igin protein ¢oktiirmesi uygulanmuistir.
Protein ¢oktiirmede uygun organik fazin segilebilmesi igin farkli ¢oziicii veya ¢oziicii
karisimlar1 denenmistir. Bunlar, metanol, metanol:su (1:1) (h:h), asetonitril, izopropil
alkol:asetonitril (1:1) (h:h), izopropil alkol:asetonitril:su (3:3:2) (h:h:h)’dur.
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Metanol ve metanol:su (1:1) (h:h) ¢oziicii karisimi ile ¢ok diisiik % geri
kazanim sonuglari elde edilmis; asetonitril i¢eren ¢oziicii sistemleri ile elde edilen %

geri kazanim degerleri Tablo 4.6’ da verilmistir.

Tablo 4.6. Asetonitril igeren ¢oziicii sistemleri* ile elde edilen geri kazanim degerleri

(%)
] i B-
2-HB  3-HB HIVA URA GLU MAL MEL
1 100,31 102,73 103.73 92,94 12497 96,79 101,51
2 98,86 98,46 96.54 89,70 70.25 94,88 99,24
3 90,63 9550 9245 80,24 50,30 9342 89,46

*1: Asetonitril, 2:1zopropil alkol:asetonitril (1:1), 3:Izopropil alkol:asetonitril:su (3:3:2)

En yiiksek geri kazanim degerlerinin elde edildigi asetonitril ile protein
coktiirmesi yapilmistir.

4.4. Sistem Uygunluk Calismasi

2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL i¢in USP tanimlamalarina

gore elde edilen sistem uygunluk testine iliskin bulgular Tablo 4.7° de verilmistir.

Tablo 4.7. Sistem uygunluk testi bulgulari

Parametre tr (dak)* K'** Rs*** N PAO
Metabolit

2-HB 0,73 3,61 2,54 351412 1
3-HB 0,69 3,93 5,14 402057 1
B-HIVA 0,43 4,39 3,63 482080 1
URA 0,37 5,52 7,25 705197 1
GLU 0,90 7,78 11,13 1276719 1
MAL 0,95 11,24 9,10 2481255 1
MEL 0,91 14,07 3,52 3761117 1
is 0,55 9,05 7,04 1673401 1

*Alikonma zamanlarinin BSS degeri verilmistir (n=10), **Olii hacim, ayn1 kosullarda asetonitril
enjeksiyonu yapilarak bulunmustur (to = 1.609 dk) *** Kendisinden bir sonra gelen pik ile komsu pik
olarak degerlendirilmistir.
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4.5. Yontem Validasyonu

Tiirevlendirme basamagi, kromatografik yontem ve protein ¢oktiirmesi sartlari
optimize edildikten sonra yontemin validasyon ¢alismalart Amerika Bilesik Devletleri
Gida ve ilag Kurumu (US FDA)’nun biyoanalitik uygulamalar prosediiriine gore

yapilmustir (92).
Calismada miristik asit-d27 i¢ standart olarak kullanilmistir.
Kararhhk

2-HB, 3-HB, B-HIVA, Urasil, GLU, MAL ve MEL maddelerinin kararliliklar
hazirlanan 2000 pg mL™ metabolit stok ¢dzeltilerinin buzdolabinda (+4°C) bir hafta,
1 ve 10 pg mL?! derisimdeki metabolit standart karisim ¢ozeltilerinin derin
dondurucuda (-20°C) 1 ay, oda sicakliginda 6, 12, 24 saat, standart ¢6zeltilerinin oto
ornekleyicide 24 saat bekletildiginde (n = 3) ve numunelerin 3 donma-erime dongiisii

sonunda kalan analit miktarlar1 ve yiizde degisim oranlar1 hesaplanmistir (Tablo 4.8-

4.9).

Plazmaya eklenen 2-HB, 3-HB, B-HIVA, Urasil, GLU, MAL ve MEL
maddelerinin kararliliklar1 10 ug mL™ standart karisim ¢ozeltisi eklenmis plazma
numunelerinin buzdolabinda (+4°C) bir hafta, derin dondurucuda (-20°C) 1 ay, oda
sicakliginda 6, 12, 24 saat, plazma numune ¢ozeltilerinin oto 6rnekleyicide 24 saat
bekletildiginde ve numunelerin 3 donma-erime dongiisii sonunda kalan analit

miktarlar1 ve yiizde degisim oranlar1 hesaplanmistir (Tablo 4.10).



Tablo 4.8. 1 ug mL* standart karisim ¢ozeltisi icin kararlilik testi sonuglari (n = 3)
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Siire

2-HB 3-HB B-HIVA URA GLU MAL MEL
Bulunan Geri Bulunan Geri Bulunan  Geri Bulunan  Geri Bulunan  Geri Bulunan  Geri Bulunan  Geri
miktar  kazanim|miktar  kazanmim |miktar kazanim [miktar kazanmm [miktar kazanim [miktar kazanim miktar kazanim

(g mL™) (%)

(ng mL™) (%)

(hg mL™Y) (%)

(hg mL?) (%)

(ng mL™Y) (%)

(ng mL™Y) (%)

(ng mL™) (%)

0

saat 1,00 100,13| 1,00 99,64 1,00 99,57 1,01 100,72| 1,00 100,13 1,00 100,45 1,00 100,38
I..(lsa 6 0,98 9766| 099 9945| 0,99 99,40 1,00 100,20 1,01 101,23] 0,99 99,19 0,99 98,552
donem saat
(Oda, 12 0,99 9864| 099 9880| 098 97,75 0,99 98,96 0,98 97,57 0,99 98,70 0,99 98,74
sicakhigl) saat
siit 0,98 9759| 098 98,05| 097 97,38 0,98 98,13 0,99 99,29 0,98 98,31 0,98 97,93
Uzun
donem 0,98 9750| 0,99 98,97 0,98 98,07 1,00 99,81 0,88 87,53 1,00 99,81 1,00 99,51
ay
(-20°C)
Oto
ornekleyici saat 0,99 9857| 098 9784| 099 98,71| 0,99 98,89 0,99 99,02 1,00 99,79 0,99 99,13
1 1,01 100,84/ 0,99 98,64| 0,99 99,07 1,00 99,81 1,01 100,86| 1,00 99,81 1,00 99,51
Donma
erime 2 0,99 99,07| 098 97,73| 0,98 98,37 1,00 99,69 1,00 99,52 0,99 99,10 1,02 102,35
dongiisii
3 0,97 9750| 097 97,16 098 9799| 099 9880| 0,99 99,06 0,99 98,89 1,00 100,19




Tablo 4.9. 10 pg mL? standart karisim ¢ozeltisi i¢in kararlilik testi sonuglar1 (n = 3)
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2-HB 3-HB B-HIVA URA GLU MAL MEL
Bulunan Geri Bulunan Geri Bulunan  Geri Bulunan  Geri Bulunan  Geri Bulunan  Geri Bulunan  Geri
Siiremiktar  kazanimmiktar ~ kazanim miktar kazanim |miktar kazanim |miktar kazanim |miktar kazanim |miktar kazanim
(ngmL?) (%)  |(ng mL™) (%) (ng mLt) (%) (ng mL?) (%) (ng mL?) (%) (ng mL?) (%) (ng mL?) (%)
s;)at 10,00 100,01 10,00 99,96 | 10,00 99,96| 10,01 100,07 10,00 100,01/ 10,00 100,05/ 10,00 100,04
Kisa sfat 998 99,77| 999 9994 999 9994 | 10,00 100,02 10,01 100,12 9,99 9992 | 9,99 99,85
dﬁnem 12
(Oda saat 999 99,86| 999 9988 | 998 99,77 9,99 9990| 998 99,76 | 9,99 9987 | 9,99 99,87
sicakhigr) o,
saat 998 99,76| 9,98 9980 997 99,74| 998 9981| 999 9993| 998 99,83| 9,98 99,79
Uzun
donem 3 998 99,75| 999 9990 998 99,81 | 10,00 99,98 9,88 98,75| 10,00 99,98 | 10,00 99,95
(200c) &
Oto
iirnekleyiciSaat 9,99 099,86| 9,98 99,78 999 9987| 999 9989 999 9990| 10,00 99,98 | 9,99 9991
1 | 10,01 100,08 9,99 99,86 999 9991| 10,00 99,98 | 10,01 100,09 10,00 99,98 | 10,00 99,95
Donma
erime 2 999 9991| 9,98 99,77 9,98 99,84| 10,00 99,97| 10,00 9995| 9,99 99,91 | 10,02 100,23
dongiisii
3 9,97 99,75| 9,97 99,72 998 99,80| 9,99 9988| 999 9991 999 99,89| 10,00 100,02




Tablo 4.10. 10 pg mL? plazma ¢ozeltisi icin kararlilik testi sonuglar1 (n = 3)

82

2-HB 3-HB B-HIVA URA GLU MAL MEL
Bulunan Geri Bulunan Geri Bulunan  Geri Bulunan  Geri Bulunan  Geri Bulunan  Geri Bulunan  Geri
Siiremiktar  kazammmiktar  kazanim |miktar kazanim |miktar kazanim miktar kazanim |miktar kazanim |miktar kazanim
(ngmL™) (%)  (ngmL™) (%) (ng mL™) (%) (ng mLt) (%) (ng mL?) (%) (ng mLt) (%) (ng mLY) (%)
0
saat| 10.00 100.01| 10.00 100.04| 10.00 99.98| 10.00 100.03| 10.00 100.00| 10.00 100.04| 10.00 100.04
Kisa 6
donem saat| 9.97 99.71| 9.99 99.88| 10.00 99.97| 10.00 99.96| 10.01 100.12| 9.99 99.91| 9.99 99.87
(Oda 12
sicakhgr) saat| 9.98 99.83| 9.98 99.82| 998 99.76| 998 99.84| 999 99.93| 998 99.84| 9.99 99.87
24
saat| 9.99 99.93| 9.97 99.74| 997 99.74| 998 99.84| 9.99 9991| 998 99.83| 9.98 99.83
Uzun
donem a
(-20°C) y 10.00 99.95| 999 9994, 998 99.84| 10.00 100.01| 10.01 100.09| 10.00 100.01f 10.00 99.98
Oto
ornekleyici saat
997 99.74| 9.97 99.75| 9.98 99.84| 998 99.75| 9.99 99.91| 10.00 100.03| 9.99 99.93
Donma 1 999 9995| 999 99.86| 9.99 9991| 10.00 99.97| 10.01 100.05| 10.00 100.04| 10.00 99.99
?rm]e" 2 999 9991| 998 99.77| 998 99.81| 999 9994 | 10.00 99.97| 9.99 99.94| 10.00 99.96
dongiisi
3 998 99.81| 997 99.74| 998 99.81| 999 9991| 999 99.88| 9.98 99.84| 9.99 99.90
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Ozgiinliik (Secicilik)

2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL ¢alisma standart ¢ozeltilerinin artan
derisimlerinde piklerin alikonma zamanlarinda degisim gozlenmemis olmasi (Sekil 4.4) ve
standart ekleme ile yapilan numune analizlerinde aymi durumun gegerli olmasi yanisira
metabolitlerin trimetilsilil tiirevlerine igin belirlenen m/z degerlerinin analiz sonucu ¢ikan
kromatogramlara ait GC-MS kiitiiphanesindeki degerler ile eslesmis olmasi yontemin segiciligi

konusunda yeterli bilgi saglamistir.

‘ 9-HB 3-HB - URA
1 12 12 B_H IVA 12

E 10 w 10

s

p— s

< . =

=R =~ = =

A~ < = =
: . < <
s Q-‘ '% :%
* 2® A

Alikonma zamani Alikonma zamani Alikonma zamani Alikonma zamani

E = Plazma numunesi

< . = = . 5pgmL! standart

x S = I

= = = kanisim ¢ozeltisi
o Maltoz Klenmis bl
] o i eklenimis plazma
GLU > > Melezitoz numunes:
. - § pg mlL-* standart
= karisim cozeltisi
- eklenmig plazma
o mimunesi
41 oxE: s

Alikonma zamani Alikonma zamam1  Alikonma zamani

Sekil 4.4. GC-MS yontemi ile analiz edilen plazma numunelerine ait kromatogramlar
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Dogrusallik

Kalibrasyon egrilerinin, , 2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL i¢in 0,5-10
ng mL? derisim araliginda dogrusal oldugu bulunmus (Sekil 4.5) ve yontemin dogrusalligmin
kontrolii i¢in kalibrasyon egrilerinin dogrusalliklarinin kontrol grafikleri Sekil 4.6’de
verilmistir. Yedi metabolite ait kalibrasyon dogrularinin ANOVA analiz sonuglar1 Tablo
4.11°de, ayn1 metabolitlerin dogrusallik kontrol grafikleri ile olugsan dogrularin analiz sonuglari

da Tablo 4.12°de gosterilmistir.
Dogruluk

1,5 ve 8 pg mL ™ olmak iizere ii¢ farkl: derisimde alt1 farkli seride ¢aligma standartlarinin
analize iligkin giin i¢i ve giinler arasi1 dogruluk ¢alismalarindan elde edilen veriler hazirlanan
kalibrasyon egrilerine gore degerlendirilmis ve BH degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.13 ve
4.14).

Kesinlik

1, 5 ve 8 ng mL? olmak iizere ii¢ farkli derisimde alt1 farkli seride calisma
standartlarinin analize iligskin giin i¢i ve glinler arasi kesinlik ¢alismalarinda elde edilen veriler
hazirlanan kalibrasyon egrilerine gére degerlendirilmis ve bagil standart sapma (BSS) degerleri
hesaplanmistir (Tablo 4.13 ve 4.14).

Enjeksiyon tekrarlanabilirligi i¢in elde edilen veriler Tablo 4.15’de verilmistir.
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Sekil 4.5. Metabolitlerin GC-MS yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrileri
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Tablo 4.11. Metabolitlerin kalibrasyon dogrularinin 6zellikleri
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a b S R? =
2-HB 0,6739 20,1673 0,2134 0,098 2308,6
3-HB 0,7066 - 0,4512 0,0924 0,092 748,6
B-HIVA 0,8386 -0,2726 0,0869 0,098 3016,4
URA 1,2755 -0,273 0,2924 0,097 2217,9
GLU 0,0589 -0,0313 0,0329 0,096 1115,2
MAL 0,1637 +0,0053 0,7794 0,098 2934,8
MEL 0,4901 +0,0732 0,4660 0,095 989,0

y = ax+b (y=metabolit alani1 / IS alani; x = metabolit derisimi/iS derisimi; a= egim; b= kesisim). " p: Kesisimin
olasilik degeri, biitiin metabolitler i¢in 0.0000 < p; R? Tamimlayicilik katsayisi;™ F: varyans analizi i¢in hesaplanan

deger.

Tablo 4.12. Metabolitlerin dogrusallik kontrol grafiklerine iliskin 6zellikler

A B p* R2 F
2-HB 0,8693 0,000 1,0000 0,998 2733,2
3-HB 0,9096 0,117 0,6128 0,995 1310,9
B-HIVA 1,0825 -0,004 0,9671 0,999 8478,9
URA 0,9889 -0,012 0,9247 0,999 4829,2
GLU 1,0000 0,000 1,0000 0,998 2071,8
MAL 1,0000 0,000 1,0000 0,999 3333,8
MEL 0,9820 0,000 1,0000 0,997 14375

y = ax+b (y=metabolit alan1 / IS alani; x = metabolit derisimi/IS derisimi; a= egim; b= kesisim). " p: Kesisimin
olasilik degeri, biitiin metabolitler i¢in 0.0000 < p; R?: Tamimlayicilik katsayisi;™ F: varyans analizi i¢in hesaplanan

deger.



Tablo 4.13. Giin igi kesinlik ve dogruluk verileri (n= 6)
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Derisim 2-HB 3-HB B-HIVA URA GLU MAL MEL
Veriaral@i 99903 099-1,08  097-1,03  099-1,03  097-1,03  098-102  0,98-1,02
(ng mL™)
1 g mLA X 1,01£0,01  1,014001  1,0040,01  1,01+001  1,0040,01  1,00+0,01  1,00+0,01
SS 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01
BSS (%) 1,30 1,52 2,07 1,73 2,31 1,35 1,36
BH (%) -1,24 -0,79 -0,09 11,22 -0,44 -0,20 0,32
Veriarallgl 496504  497-502 498503 498502 498504 499503  4,97-503
(ng mL™)
cuemt X 501£0,01  4,99+001  500£001  500£001  500:0,01  501:0,01  5,00+0,01
HEML" og 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02
BSS (%) 0,58 0,36 0,33 0,36 0,44 0,30 0,40
BH (%) -0,21 0,19 0,09 0,01 -0,09 -0,15 -0,03
verlarml@l 748803  7,07-804  7,98-804  7,98-803  7,97-804  7,98-803  7,96-8,04
(ng mL™)
X 8,01£0,01  8,01£0,01  800+0,01  801:0,01  801:0,01 800001  7,99+0,01
BpemL® o 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03
BSS (%) 0,27 0,36 0,28 0,25 0,31 0,24 0,37
BH (%) -0,14 -0,07 0,01 -0,07 -0,13 -0,03 0,09

X: Ortalama + standart hata, SS: Standart sapma, BSS: % Bagil standart sapma ve BH: Bagil hata

Degerler Ek 2’e gore hesaplanmustir



Tablo 4.14. Giinler aras1 kesinlik ve dogruluk verileri (n=6)
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Derisim 2-HB 3-HB pB-HIVA URA GLU MAL MEL
Veri
araligi 0,98-1,02 0,98-1,02 0,97-1,02 0,98-1,03 0,97-1,02 0,99-1,03 0,97-1,02
(ng mL™)

1 pg mL1 X 1,00+0,01 1,00+0,01 1,00+0,01 1,01+0,01 0,99+0,01 1,01+0,01 1,00+0,01
SS 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02
BSS (%) 1,50 1,28 1,70 2,23 1,89 1,37 1,84
BH (%) -0,33 -0,02 0,15 -0,58 0,58 -0,80 0,14
Veri
aralig 4,96-5,03 4,97-5,03 4,97-5,03 4,97-5,02 4,97-5,01 4,97-5,03 4,98-5,04
(ng mL™)

5 pg mL X 5,00+0,01 5,00+0,01 5,00+0,01 5,00+0,01 4,994+0,01 5,00+0,01 5,01+0,01
SS 0,03 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02
BSS (%) 0,57 0,45 0,48 0,38 0,30 0,39 0,39
BH (%) 0,04 0,08 -0,01 0,06 0,16 -0,01 -0,11
Veri
aralig 7,97-8,02 7,97-8,03 7,97-8,03 7,98-8,02 7,97-8,03 7,97-8,03 7,98-8,02
(ng mL™)

8 pg mLL X 8,00+0,01 7,99+0,01 8,00+0,01 8,00+0,01 8,00+0,01 8,00+0,01 8,00+0,01
SS 0,02 0,03 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02
BSS (%) 0,26 0,32 0,27 0,18 0,27 0,26 0,21
BH (%) 0.04 0.07 0.02 -0.01 -0.02 0.04 -0.02

X: Ortalama + standart hata, SS: Standart sapma, BSS: % Bagil standart sapma ve BH: Bagil hata
Degerler Ek 2°e gore hesaplanmustir.



Tablo 4.15. Enjeksiyon tekrarlanabilirligi verileri (1 pg mLt) (n=5)

90

X 1,00+0,01
2-HB SS 0,01
BSS (%) 0,73

X 1,00+0,01
3-HB SS 0,02
BSS (%) 1,69

X 1,00+0,01
B-HIVA SS 0,01
BSS (%) 1,43

X 1,00+0,01
URA SS 0,01
BSS (%) 1,37

GLU X 1,00+0,01
SS 0,02
BSS (%) 1,90

MAL X 1,00+0,00
SS 0,01
BSS (%) 0,95

MEL X 1,00+0,01
SS 0,02
BSS (%) 1,77

X: Ortalama + standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

Duyarhhk

Gozlenebilme smir1 (LOD) sinyal/giiriltii oraninin 3 oldugu derisim degeri ile

alt tayin st (LOQ) sinyal/giiriiltii oraninin 10 oldugu derisim degeri olarak
belirlenmistir (Tablo 4.16).

Tablo 4.16. Duyarlilik testi sonuglart (n = 6)

LOD (ug mL™) LOQ (ug mL™)
2-HB 0,25 0,83
3-HB 0,08 0,25
B-HIVA 0,20 0,70
URA 0,04 0,12
GLU 0,08 0,27
MAL 0,11 0,35
MEL 0,07 0,22
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Saglamlik ve Tutarhihk

Optimum yontem Ve cihaz sartlarinda yapilan kiigik degisikliklerle
(tiirevlendirici miktari, tiirevlendirme sicakligi ve siiresi, firin baslangig sicakligi, akis

hiz1) bulunan sonuglar istatistiksel degerlendirmeleri ile Tablo 4.17°de verilmistir.

Tutarlilik calismasi, iki farkli analizci tarafindan optimize edilen yontem
kosullarinda, 1 pg mL? derisimde standart karisim ¢ozelti i¢in elde edilen analiz
sonuglar1 Tablo 4.18’de karsilastirmali olarak verilmis ve farkin anlamliligi

istatistiksel olarak gosterilmistir (p < 0,05).



Tablo 4.17. Saglamlik calismalarina ait bulgular (1 pg mL?, n = 3)
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2-HB 3-HB B-HIVA URA GLU MAL MEL
Optimum Bulunan** 1,01 1,01 1,00 1,01 1,00 1,00 1,00
kosullarda BSS (%) 1,30 1,52 207 1,73 231 135 1,36
MSTFA+%1 Bulunan 0,99 0,99 0,99 0,99 1,00 1,00 1,02
TMCS BSS (%) 218 0,32 0,44 142 111 0,02 0,01

58 uL tiesap™** 0,32 0,28 0,42 0,46 14 0,34 0,36
MSTFA+0p1  Bulunan 1,01 0,99 1,00 0,99 0,99 0,99 0,99
T6';/'Cf BSS (%) 0.69 0,50 0.75 0.30 0.23 157 0.26

n thesep 0,36 0,26 0,44 0,43 13 0,35 0,36
Tireviendirme ~ CU1unan 0,98 0,99 1,00 0,99 0,99 0,99 1,00
S‘g;‘ggg' BSS (%) 0,36 0,71 237 0,11 0.09 1.68 0,28
tresap 0,24 0,30 0,36 0,25 0,94 0,42 0,40

Tiireviendirme  SUiunan 1,00 0,99 1,05 1,00 0,99 1,00 0,99
5‘%;‘;23‘ BSS (%) 1,09 0,31 65,13 049 0,16 2,95 0,37
thesap 0,26 0,28 0,30 0,27 0,88 0,36 0,40

Tiirevlendirme Bulunan 0,99 0,98 0,98 0,99 0,99 1,01 1,00
siiresi BSS (%) 0,69 0,85 0,07 0,75 0,07 0,38 0,71

23 dk tesap 0,22 0,20 0,24 0,30 0,62 0,24 0,26
Tiirevlendirme Bulunan 0,99 1,00 1,00 1,01 1,00 1,00 1,00
siiresi BSS (%) 243 1,05 0,51 0,08 260 2.60 0,12

27 dk thesap 0,22 0,21 0,28 0,32 0,66 0,22 0,24




2-HB 3-HB B-HIVA URA GLU MAL MEL

Firm baslanglc Bulunan 0,98 0,98 1,00 1,00 0,98 0,99 1,00
sicaklig BSS (%) 0,95 0,11 2,30 0,18 0,50 0,18 1,55
58°C thesap 0,32 0,30 0,46 0,54 0,98 0,38 0,42
Firin baslanglg Bulunan 0,99 0,99 1,00 0,99 0,99 0,99 0,94
sicakhigi BSS (%) 0,87 0,32 0,18 0,24 0,35 0,71 1,21
62°C tHesap 0,30 0,32 0,50 0,58 1,02 0,46 0,50
Akas iz Bulunan 0,99 0,99 0,99 1,00 0,98 0,99 1,00
26 mL dk BSS (%) 0,09 0,73 0,51 0,06 0,42 0,11 0,57

’ tHesap 0,24 0,28 0,44 0,64 0,92 0,34 0,34
Alas iz Bulunan 0,99 1,00 1.01 099 1,00 0,99 0,99
3.0 mL dk BSS (%) 0,47 0,97 0,52 0,86 1,58 0,44 0,48

’ thesap 0,22 0,30 0,46 0,62 0,94 0,36 0,36

*Optimum kosullar; 60 pL MSTFA + %1 TMCS, 60°C 25 dk; firmn baslangig sicakligi 60°C; tastyici gaz He, akis hiz1 2,8 mL dk™.
**Bulunan: Bulunan metabolit derigimi (ug mL?).
***Sonugclar tek tek optimum kosullarda elde edilen bulgular ile t-testi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirilmistir. trapio = 2,77>thesap (P<0,05) oldugundan

aralarindaki fark anlamsizidr.
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Tablo 4.18. Tutarlilik ¢alismalarina ait bulgular (1 ug mL™, n = 6)

1. Analizci 2. Analizci
X 10,01 140,01
2-HB ss 0,01 0,01
BSS (%) 1,37 1,42
UHesap = 42 >Urtano=29; p=0,458
X 1+0,00 1+0,01
3-HB ss 0,01 0,02
BSS (%) 0,70 1,61
UHesap = 32 >UTabio=29; p=0.139
X 140,01 140,00
B-HIVA ss 0,01 0,01
BSS (%) 1,38 1,11
UHesap = 39 >Uranio=29; p=0.048
X 1+0,01 1+0,00
URA SS 0,01 0,01
BSS (%) 1,28 1,12
UHesap = 37 >Uranio=29; p=0.186
X 140,00 1+0.01
GLU SS 0,01 0,02
BSS (%) 1,03 1,77
UHesap = 35 >UTabio=29; p=0.191
X 1+0,00 1+0,00
MAL sS 0,01 0,01
BSS (%) 0,85 0,95
UHesap = 33 >UTabio=29; p=0.238
X 1+0,01 1+0,01
MEL SS 0,02 0,02
BSS (%) 1,94 1,70

UHesap = 48 >UTani0=29; p=0.742
X: Ortalama + standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma

Istatistiksel hesaplar Mann Whitney U testi ile yapilmustir.
Geri Kazanim

Yedi metaboliticin 0, 1,2, 3, 5, 8, 10 ug mL* derisimlerde plazmadan yapilan
geri kazanim c¢aligmalarinda elde edilen standart ekleme egrileri Sekil 4.7°de ve

ortalama geri kazanim degerleri Tablo 4.19°de verilmistir.
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MEL Derigimi {pg mL)

Sekil 4.7. Metabolitlerin GC-MS yontemi ile elde edilen standart ekleme egrileri
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Tablo 4.19. Ortalama geri kazanim degerleri (%)

Ortalama geri kazanim

(%)
2-HB 100,31
3-HB 102,73
B-HIVA 103,73
Urasil 92,94
GLU 124,97
Maltoz 96,79
Melezitoz 101,51

4.6. Yontemin Ger¢cek Numunelere Uygulanmasi

Down Sendromu tanisi1 konmus hasta ve saglikli gebelerden alinan plazma
numuneleri, gelistirilen ve valide edilen GC-MS yontemi ile Bolim 3.8.11°de
anlatildig1 gibi hazirlanip analiz edilmistir. Hasta ve saglikli gebeye ait birer 6rnek
kromatogram Sekil 4.8’de gosterilmistir. Hasta ve saglikli gebelere ait plazma

metabolit miktarlar1 Sekil 4.9’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Hasta ve saglikli gebe plazma analizine ait 6rnek kromatogramlar

(H1: Hasta gebeye ait K1: Saglikli gebeye ait)
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m2-HB

m3-HB

= B-HIVA
URA

mGLU

= MAL

m MEL

m2-HB

m3-HB

= B-HIVA
URA

mGLU

= MAL

m MEL

Hasta (H) ve saglikli (K) gebelere ait plazma metabolit miktarlar

(ng mL™)

Hasta ve saglikli gebelerde bulunan ortalama metabolit miktarlar1 Sekil 4.10°da

gosterilmistir. Elde edilen sonuglar t-testi ile istatistiksel olarak analiz edilmis ve hasta

gebelere ait numunelerle saglikli gebelere ait numuneler arasinda anlamli bir fark

oldugu bulunmustur (Tablo 4.20).
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Sekil 4.10. Hasta (H) ve saglikli (K) gebelere ait ortalama metabolit miktarlar

Tablo 4.20. Hasta (H) ve saglikli (K) gebelere ait karsilastirmali sonuglar
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2-HB 3.
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HB
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B-HIVA
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1.0
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URA GLU

M Hasta H Kontrol

1.38

MAL

1.44
1.21
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Olciim

Standart

Grup Sayisi Ortalama Sapma tHesap p
2-HB H 22 0.96 1.12 -4.643 0.000

K 11 3.20 1.61
3-HB :’(' ﬁ ;22 i:ig -2.539 0.041
TN I R
RN
T A I
N I
MEL | e am ™
tranlo=2,042<thessp oldugundan hasta ve saglikli gebelere ait plazma

numunelerindeki metabolit derisimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

oldugu bulunmustur.
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4.7. Kalite Kontrol Kartlari

Kalite kontrol kartlar1 1 pg mL™ derisimdeki standart calisma ¢ozeltilerinin 20
giin boyunca yapilan analizleri siiresince degerlendirilmesiyle olusturulmustur (Sekil
4.11). Bulunan derisim degerleri, analiz sonunda kalite kontrol kartlarina islenmis, alt-

tist uyar1 (£2SS) ve kontrol sinirlari (£3SS) belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, Down Sendromu’nun erken tanisinda kullanilmak tizere
secilen 2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL isimli metabolitlerin
plazmadan ayni anda analizi i¢cin GC-MS yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen
yontemin validasyon parametreleri degerlendirilmis, Down Sendromu tanis1 konulmus
hasta ve saglikli gebelerin plazmalarinda s6z konusu metabolitlerin miktar tayinleri

yapilmustir.
Kromatografik Yontem Optimizasyonu

2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL metabolitleri GC-MS ile
tirevlendirmeden analiz edildiginde s6z konusu metabolitlere ait pik gdzlenmemis bu
nedenle metabolitleri ugucu hale getirmek ve kararliliklarini artirmak igin
tiirevlendirme islemi uygulanmistir. Tiirevlendirme islemi MBTFA, MTBSTFA + %1
TBDMSCI, MSTFA + %1 TMCS gibi farkli tiirevlendirme reaktifleri denenmistir.

MBTFA ile yapilan asetilleme sonucunda tiim metabolitlerin asetilimidazol
tiirevlerinin olusmamasi nedeniyle, tiirevlendirme igin sililleme tepkimesi se¢ilmistir.
Metabolitlerin silillenmesi i¢in MSTFA + %1 TMCS ve MTBSTFA + %1 TBDMSCI
tirevlendirme reaktif karisimlar1 ile farkli sicaklik ve tirevlendirme siireleri
calisilmistir. Silillenme ile hidroksil ve amin gruplarindaki aktif hidrojenlerin TMS ile

yer degistirmesi sonucu olusan tlirevlere ait kiitle spektrumlar1 Sekil 4.1°de verilmistir.

Analizler icin URA, GLU ve MEL standartlarinin trimetilsilil tiirevlerinin
(TMS) kiitle spektrumunda en yiiksek bagil bolluga (m/z) sahip olan iyon (temel pik)
secilmistir. 2-HB, 3-HB, B-HIVA ve MAL standartlarinin trimetilsilil tiirevleri i¢in ise
kiitle spektrumda yer alan en yiiksek bagil bolluga sahip olan iyona ait pik
secilmemistir. Bunun nedeni; kiitle spektrumunda yer alan 73 ve 147 m/z degerlerinin
MSTFA + %1 TMCS tiirevlendirme reaktifine ait pik degerleri olmasidir. Standartlara
ait secilen iyon degerleri ve kromatografik ayirnmda bulunan alikonma zamanlari

Tablo 4.1°de verilmistir.
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Yapilan tiirevlendirmelerde 37, 50 ve 60°C tiirevlendirme sicakligy; 10, 15, 20,
25 ve 30 dk tiirevlendirme siireleri olarak denenmistir, pik asimetri oraninin en iyi
oldugu MSTFA + %1 TMCS reaktifi ile 60°C* de 25 dk siireli tiirevlendirme
kosulunda elde edilmis ve bu kosul optimum kosul olarak segilmistir. Caligilan
metabolitler insan viicudunda da bulundugundan ve insan viicudunun 1sis1 yaklasik
37°C derece oldugundan tiirevlendirmede 37°C’de denenmistir. Tiirevlendirme igin
MSTFA + %1 TMCS reaktifinden 50, 60, 70, 80, 90, 100 uL hacimlerde denenmis ve
60 pL kullanilmasinin yeterli oldugu goriilmiistiir. 60 pL’den az tiirevlendirme reaktifi
kullanildiginda pik alaninin daha diisiik oldugu ve 60 ulL’den fazla tiirevlendirme
reaktifi kullanildiginda pik alanin daha fazla artmadigi gézlemlenmistir ve bu durum
artan hacime bagli olarak seyrelme sonucu pik alan degerlerlerinde azalma oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.2). 60 pL tiirevlendirme reaktif hacmi olarak belirlenmistir.
Tiirevlendirme islemi metabolitlerin standart ¢ozeltileri ve plazma ¢ozeltisine
uygulandiginda, her iki matriks icinde tiirevlendirme kosullarinin ayni oldugu

bulunmustur.

Sililleme ile yapilan tiirevlendirmede, keton ve aldehit igeren gruplar
metoksiaminasyon (metoksiamin ile tiirevlendirme) ile korunmustur. Bunun iki nedeni
vardir; birincisi, keto grup korunmazsa, alfa-keto asitleri karboksil gruplari
karbondioksit olarak kimyasal kayba ugrama egilimindedirler. Ikincisi ise birgok
metabolit, 2- oksoglutarat ve piirivat gibi alfa keto asit gruplarn igerdiginden,
tirevlendirme nicel metabolit profillendirmesi i¢in bir dnlem adimidir. Daha da
onemlisi, birgok karbonhidrat dongiisel ve agik zincir (dogrusal) formunda bulunur,
keto ya da aldehit grubunu karbonhidrat hidroksil gruplart ile hemiketaller ya da
hemiasetaller olusturmak i¢in merkez olarak kullanir. Anomerik karbonun hidroksil
gruplar1 alfa ya da beta pozisyonunda olabilir. Cesitli formlarin her biri GC-MS’de
farkli pikler verir. Buna kargin, keto veya aldehit gruplarinin korunmasi olmaksizin,
farkli piklerin oranlar1 kontrol edilemeyebilir ve bu yiizden nicel analizde hatalar
olusabilir. Bircok durumda GC-MS’de iki ayr1 pik olugmasina sebep olan karbonil
gruplar metoksiaminlendiginde tiireve iliskin tek pik goézlenir (96-98). Bu amagla,
caligmamizda piridin/metoksiamin ¢ozeltisi eklenerek ve eklenmeden yapilan
tirevlendirmeler sonucunda piridinli analizlerin pik alanlarinin daha 1yi oldugu Sekil

4.3’e gore belirlenmistir. Sonugta 2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve
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MEL’in GC-MS ile analizi i¢in silillemeden onceki basamakta piridin katalizorii
varliginda 20 uLL metoksiamin hidrokloriir eklenip 30°C’de 90 dk bekletildikten sonra
60 uL MSTFA + %1 TMCS kullanilarak 60°C’de 25 dk trimetilsilil tiirevleri

olusturulmustur.

2-HB-2TMS, 3-HB-2TMS, B-HIVA-2TMS, URA-2TMS, GLU-3TMS, MAL-
8TMS ve MEL-11TMS tiirevlerinin c¢alisilan GC-MS sistemindeki alikonma
zamanlarindan hareketle kaynama noktalarinin sirastyla 124,56 — 129,75 — 137,24 —
155,49 — 191,63 — 247,01 — 292,88°C oldugu bulunmustur. S6z konusu metabolit
tiirevlerinin molekiil agirliklari sirastyla 248 — 248 — 262 — 256 — 363 — 918 — 1296
olarak hesaplanmistir. Metabolitlerin olusan silil tiirevlerinin kaynama noktalarindaki
artisinin molekiil agirliklart (URA harig) ile orantili oldugu goriilmektedir. URA’nin
molekiil agirligimin B-HIVA’ nin molekiil agirhigindan kiigiik olmasina ragmen
kaynama noktasinin daha yiiksek olmasmin sterik etkiden kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Metabolitlerin molekiiler 6zellikleri goz Oniine alinarak %5 difenil %95
dimetilpolisiloksan (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) dan olusan kilcal kolon ile
calisilmistir. Uygun firin sicaklik programini belirlemek i¢in Tablo 4.4° de belirtilen
sekiz farkli kosul denenmistir. Firin sicaklik programi acisindan denenen kosullar,
analiz siiresi, k', Rs, PAO gibi sistem uygunluk parametreleri esas alinarak (Tablo 4.5)
degerlendirildiginde her metabolit i¢in, k"’ nlin 1.5’dan biiyiik, Rs’nin 2°den biiyiik,
PAO’nin 1 oldugu kosul 8, firin baslangig sicakligi 60°C (1 dk), 10°C dk* artis ile
200°C, 30°C artis ile 320°C (6 dk), kolon firin sicaklik programi olarak segilmistir.

Kaynaklardaki ¢alismalarda en iyi dogrusal hiz araligina sahip tasiyict gaz olan
H2 gaz1 patlayic1 6zellige sahip oldugundan ikinci sirada yer alan tasiyict gaz He
secilmistir (59). Ayrica dedektoriimiiziin kiitle spektrometresi olmasi nedeniyle He
gazi tastyici gaz olarak kullanilmistir. Tastyic1 gaz akis hizi olarak 2,0-3,2 mL dk* akis

hizlar1 denenmis ve uygun akis hiz1 2,8 mL dk* olarak secilmistir.

GC-MS ¢aligmalarinda endojen olmayan ve toplam analiz siiresinin ortasinda

kolonu terk eden radyo izotop isaretli miristik asit-d27 i¢ standart olarak secilmistir.
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Belirlenen kromatografik sartlarda her metabolitin olusan trimetilsilil tiirevine
iliskin alitkonma zamanlar1 Tablo 4.1°de verilmistir. i¢ standart olarak kullanilan
miristik asit-d27’nin alikonma zaman 16,17 + 0,01 olarak bulunmustur. Metabolitlerin
ve i¢ standartin trimetilsilil tiirevlerine ait alikonma zamanlarinin standart hatalarinin

diisiik olmasi (Tablo 4.1) yontemin ¢evre sartlarindan etkilenmedigini gostermektedir.
Protein Coktiirmesi Optimizasyonu

Metabolitlerin plazmadan geri kazanimi i¢in protein ¢oktiirmesi islemi plazma
ve su lizerine standart karigim ¢ozeltisi ilave edilerek gergeklestirilmistir. Proteinler
¢oktiiriildiikten sonra, plazma ve suda GC-MS yontemi ile analizler gergeklestirilmis
ve her ikisine eklenen metabolit miktarlari arasinda fark bulunmamistir. Boylece
analizlerde plazma proteinlerinin tamamen c¢oktiiriildiigi sonucuna varilmistir.
Coziicii sistemi olarak metanol veya metanol:su (1:1) (h:h) kullanildiginda bazi
metabolitler i¢in ¢ok diisik geri kazanim degerleri elde edilmistir. Asetonitril,
izopropil alkol:asetonitril (1:1) (h:h), izopropil alkol:asetonitril:su (3:3:2) (h:h:h)
karisimlari denendiginde en yiiksek tiiketim verimine asetonitril ile ulasilmig, bu

nedenle protein ¢oktiirme islemi igin asetonitril secilmistir (Tablo 4.6).
Kromatografik Yontem Validasyonu

Metabolitlerin plazmadan miktar tayinleri ig¢in gelistirilen analiz yonteminin
kararlilik, 6zgiinliik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, duyarlilik, saglamlik, tutarlilik ve

sistem uygunlugu parametreleri incelenerek validasyonu gerceklestirilmistir.

2000 pg mL™? metabolit stok ¢dzeltilerinin +4 °C’de (buzdolabinda) bir hafta
icinde bozunmakta oldugu saptanmis ve stok ¢ozeltiler -20°C’de bir ay bekletilerek
kararliliklari aragtirilmistir ve stok ¢ozeltilerinin -20°C’de 1 ay boyunca kararli oldugu
bulunmustur. Metabolitlerin standart ¢ozeltilerinin (1,0 ve 10 pg mL™) oda
sicakliginda 24 saat boyunca kararli oldugu belirlenmistir. Tiirevlendirilen standart ve
numune ¢ozeltilerinin oto Ornekleyicide 24 saat boyunca dayanikli olduklart
gozlemlenmistir. Kararlilik ¢alismalarinda plazma numunelerinin 3 donma-erime
dongiisii boyunca bozunmadigi bulunmustur. Tiim kararlilik ¢aligmalarinda, yeni

hazirlanan standarda gore karsilagtirma c¢alismalart yapildiginda %?2’den daha az
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degisim bulunmasi sonucunda denenen kosullarda ¢o6zeltilerin kararli oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.8 - 4.9 - 4.10). Kararlilik ¢aligmalar1 kapsaminda denenen her
bir kosulda bulunan sonuglar, taze hazirlanmis ¢ozeltinin analiziyle bulunan sonug ile
iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi uygulanarak karsilastirilmistir. oo = 0,05
yanilma diizeyinde 1, 10 pg mL™ derisimdeki standart karisim ¢ozeltisi ve plazmaya
eklenen 10 pg mL? derisimdeki 2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL
metabolitleri i¢in tHesap<ttanio=2,776, p>0,05 bulunmus Ve iki grup arasinda anlamli bir
fark olmadig1 gosterilmistir.

Metabolitlerin kalibrasyon egrilerinin , , 2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU,
MAL ve MEL igin 0,5-10 png mL? derisim araliginda dogrusal oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.5). Dogrusalliktan ayrilisin 6nemsiz ve korelasyon katsayisinin énemli bir
deger oldugu istatistiksel olarak bulunmustur (Tablo 4.11). Metabolitlerin derisimi ile
i¢ standarta gore pik alan oranlari arasindaki dogrusal iliskiden yararlanilarak, bulunan
metabolit derisimleri olmas1 gereken metabolit derisimine kars1 grafige gegcirildiginde
aradaki iliskinin dogrusal oldugu bulunmus (Sekil 4.6) ve bu dogrusallik Tablo 4.12°da

gosterildigi gibi istatistiksel olarak kanitlanmistir.

Yontemin dogrulugu ti¢ farkli derisimde ¢alisma standardindan hazirlanan alt1
bagimsiz Ornegin giin i¢i ve giinler arasi analizlerine iliskin bulgularin bagil hata
degerleri sirasiyla Tablo 4.13 ve Tablo 4.14°de degerlendirilmistir. Bagil hata degerleri
giin i¢i %1,24 ve giinler aras1 %0,80’den diisiik bulunmustur.

Glin 1¢1 ve giinler arasi kesinlik ¢alismalarinda dogrulukta yer alan bulgularin
bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir. Giin i¢i kesinlik ¢alismalarinda bagil
standart sapma degerleri %2,31 ve gilinler arasinda da %2,23’{in altinda bulunmustur.
Bu sonuglar, biyolojik materyal analizlerinde kesinlik ve dogruluk i¢in kaynaklarda
belirtilen %15 smirinin altinda bulundugundan yontemimizin kesin ve dogru oldugu

gosterilmistir (92).

Enjeksiyon tekrarlanabilirligi, 1 pg mL™? caligma standardinin bes tekrarli
enjeksiyonu ile test edilmistir ve bagil standart sapma degerlerinin %1,77’den diisiik
oldugu belirlenmistir. Enjeksiyon tekrarlanabilirligi c¢alismalar1 bes kez ile

siirlandirilmistir. Ayni numunenin altinci kez enjeksiyonunda her metabolit i¢in pik
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alan degerlerinde 6nemli bozunma oldugu goriilmiistiir. Bu durumun hava ile temasin
artmast sonucu metabolit tiirevlerinin hidrolizinden kaynaklanmakta oldugu

diistiniilmektedir.

Yontemin duyarliligi arastirildiginda, sinyal/giiriiltii oraninin 3 oldugu derisim
degeri LOD ve 10 oldugu derisim degeri LOQ olarak se¢ilmistir. 2-HB, 3-HB, (-
HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL i¢in LOD degerleri sirasiyla 0,25-0,08-0,20-0,04-
0,08-0,11-0,07 pg mL™* ve LOQ degerleri 0,83-0,25-0,70-0,12-0,27-0,35-0,22 pg mL-
Ldir. Bu degerlerin, farkli kaynaklarda GC-MS yéntemi ile yapilan analizler
sonucunda bildirilen 3-HB i¢in LOD 7,00-3,00 pg mL™* ve LOQ 2,00-1,00-0,7 pg mL°
1 URA i¢in LOD 0,1 — 0,08 ng mL*; GLU i¢in LOD 0,02 ug mLve LOQ 0,01 ug
mL* plazma metabolit diizeyleri ile karsilastirildiginda ydntemin yeterli duyarlilikta

oldugu goriilmektedir (32, 33, 37, 47, 49, 54, 92).

Yontemin saglamlig, tiirevlendirme reaktifi miktari (MSTFA + %1 TMCS),
tirevlendirme sicakligi ve stiresi, firin baslangic sicakligi ve akis hizi gibi yontem ve
cihaz sartlarinda artma ve eksilme yoniinde yapilan kiiglik degisiklikler sonucu elde
edilen degerlerin optimize kosullarda elde edilen degerler ile iki ortalama arasindaki
farkin Onemlilik testi Uygulanarak karsilastirilmasi sonucu bulunmustur. tHesap
degerleri twno=2,776 degerinden kii¢iikk bulundugundan yapilan degisikliklerin
yontemin saglamligini etkilemedigi istatistiksel olarak gosterilmistir (p>0,05) (Tablo
4.17).

Yontemin tutarlilik ¢aligmasi kapsaminda, 1 pug mL™? derisimde standart
karisim ¢ozeltisinin iki farkli analizci tarafindan elde edilen bulgularina Mann-
Whitney U testi uygulanmistir. 2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL
metabolitleri i¢in Unesap degerleri sirastyla 42, 32, 39, 37, 35, 33, 48 bulunmustur.
UHesap>UTanl0=29 ve p>0,05 oldugundan iki farkli analizciye ait sonuglar arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadigi ve yontemin tutarli oldugu sonucuna

varilmstir (Tablo 4.18).

2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL metabolitleri i¢in gelistirilen
GC-MS yonteminin sistem uygunlugu alikonma zamanlarinin tekrarlanabilirligi, k',

Rs, N ve PAO agisindan degerlendirildiginde sirasiyla BSS < 1, k>2, Rs> 15N >
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2000, PAO < 1,5 bulundugundan ve bu degerler kabul sinirlart iginde oldugundan
(Tablo 4.7) GC-MS sisteminin s6z konusu metabolitlerin analizlerini gergeklestirmek

i¢cin uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Miktar tayinleri yapilacak olan metabolitlerin endojen metabolitler olmasi
nedeniyle geri kazanim c¢aligmalar1 standart ekleme yontemiyle yapilmistir. Geri
kazanim degerleriyle 2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL i¢in sirasiyla
100,31 - 102,73 - 103,73 - 92.94 - 124,97 - 96,79 ve 101,51°dir. Kaynaklarda da GC-
MS ile yapilan GLU analizlerine iligkin geri kazanim g¢alismalarinda %129,7 geri

kazanim degeri bulunmus olup, sonuglar benzerlik gostermektedir (54).
Yontemin Uygulanmasi

Gelistirilen ve valide edilen GC-MS yontemi ile Down Sendromu tanisi
konmus hasta 22 gebe ve saglikli 11 gebeden alinan plazma numunelerinin analizleri
yapilmigtir. Hasta gebe ve saglikli gebelere ait plazma metabolit miktarlar1 Sekil

4.9’da verilmistir.

Hasta ve saglikli gebe grubunu olusturan plazma numunelerinin analizi
sonucun bulunan 2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL degerleri t-testi
ile karsilastirildiginda thesap degerleri sirasiyla -4.643, -2.539, -4.463, -2.600, -2.556, -
5.168, -2.683 bulunmustur. tranio=2,042<tHesap oldugundan hasta ve saglikli gebelere
ait plazma numunelerindeki metabolit miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark vardir (p < 0.05).

Kalite kontrol kartlarinda, her bir metabolite ait 1 pg mL* derisimdeki standart
caligma ¢ozeltisinin 20 giin boyunca analizleri yapilmis ve bulunan derigim
degerlerinin rastgele bir dagilim gosterdigi ve alt-list uyar1 sinirlarin1 asmadig

saptanmustir (Sekil 4.11).
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6. SONUC ve ONERILER

Kaynaklarda Down Sendromu’nun erken tanisi i¢in yapilan metabolomik
analizler sonucunda dort adet metabolitin, 3-HB, B-HIVA, kaproik asit tuzu ve
androsteron siilfatin, Down Sendromu’nun erken tanisi i¢in kullanilabilecegi
belirtilmistir. Bu metabolitlerden kaproik asit ve andresteron siilfatin analizlerinde
mevcut GC-MS sistemi ile cevap alinamadigindan calisma dis1 birakilmistir.
GO014/173 nolu “Down Sendromunun Yiiksek Secicilikte Tanis1 I¢in Metabolomik
Yaklasimlar”isimli Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastimalar Birimi tarafindan
desteklenen projesi kapsaminda belirlenen kirk bes yeni metabolit arasindan p > 0,05
ve artis oranmin ikiden fazla farklilastigi 2-HB, URA, GLU, MAL ve MEL
metabolitleri de tez kapsamina dahil edilmistir. Sonugta, segilen yedi metabolitin

plazmadan ayni anda analizleri i¢in GC-MS yontemi gelistirilmistir.

Metabolitlerin  GC-MS ile kromatografik aymrminda %5 difenil %95
dimetilpolisiloksan (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) kapiler kolon kullanilmistir. Firin
sicaklik programi 60°C’de 1 dk bekletilerek baslatilmis, dakikada 10°C artig ile
200°C’ye sonra dakikada 30°C artis ile 320°C ulasilmis ve bu sicaklikta 6 dk
bekletilerek gergeklestirilmistir. Kiitle dedektor transfer bdlmesi sicakligi da
290°C’dir. Hareketli faz He olup gazin akis hiz1 2,80 mL dk™®’dir. Enjeksiyon tiirii
bolmeli olup orani 1:10°dur. I¢ standart olarak miristik asit-d27 kullanilmistir.

Belirlenen optimum kosullarda analiz GC-MS ile 25 dk’da gergeklestirilmistir.

Standart ekleme yontemi ile gerceklestirilen analizler sonucunda geri kazanim
degerleri 2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL i¢in sirasiyla 100,31 -
102,73 — 103,73 - 92,94 - 124,97- 96,79 ve 101,51 bulunmustur.

Gelistirilen yontemin biyoanalitik validasyon parametreleri
degerlendirildiginde yontemin yedi metabolitin plazmadan analizleri igin kararl,

0zglin, dogrusal, dogru, kesin, duyarli, saglam ve tutarli oldugu sonucuna varilmistir.

Alt tayin sinir1 2-HB, 3-HB, B-HIVA, URA, GLU, MAL ve MEL ig¢in sirasiyla
0,25-0,08-0,20-0,04-0,08-0,11 ve 0,07 pg mL* olarak bulunmustur. Gelistirilen
GC-MS yontemiyle GC-MS i¢in kaynaklarda belirtilen tayin sinirlarindan daha diigiik

derisimlere inildigi gorilmektedir.
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Yontem, Down Sendromu tanis1 konmus hasta ve kontrol grubu olarak saglikli
gebelerden alinan plazma numunelerine uygulandiginda her metabolit i¢in saglikli ve
hasta gebe plazmalarindaki metabolit miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir fark bulunmustur (p <0,05).

Bu tez calismasindan elde edilen bulgular ile calisilan populasyonun
genisletilmesi sonucunda Down Sendromu tanisini koymada bu metabolitlerin
etkinliginin kesinlestirilmesi ve boylece anne sagliginin korunup saglikli bireylerin
dogmasina katkida bulunarak toplum sagligimin korunmasi hedeflenmektedir. Bu
yolda s6z konusu metabolitlerin ayni anda duyarli analizlerinin GC-MS ile

yapilabilirliginin gosterilmesi dnemli bir adimdir.
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8. EKLER

EK 1. Etik Kurul izni

r=R4Y

~T9

T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Sayi : 16969557 - 928 19 g e

Prof. Dr. Sedef Kir

Eczacilik Fakiiltesi

Analitik Kimya Anabilim Dal
Ogretim Uyesi

Sayin Prof. Dr. Kir,

Sorumlu aragtirmacisi oldugunuz, GO14 /173 kayit numarali “Down Sedromunun
Yiiksek Segicilikte Tamst Igin Metabolomik Yaklagimlar” bashkli projeye 09.09.2014
tarihinde gondermis oldugunuz ve projede yapilan taramalan takiben aymi hastalarin artik
plazmalarinda Gaz Kromatografisi- Kiitle Spektrokopisi (GC-MS) ile secilen metabolitlerin
miktar tayini yapilmasina yénelik protokol degisikligi talebi Kurulumuzun 17.09.2014 tarihli
toplantisinda degerlendirilmistir. Caligmanin argiv materyalinden yapilacag: ve hastalardan
alinan onamda belirgin bir degisiklige gerek olmadigi, 6nerilen degisikligin mevcut protokolle
uyumlu olmasi g6z 6niine alinarak ilgili protokol degisikligi olumlu bulunmustur.

Caligmanin bu kisminin GO 14/173 kayit numarali etik kurul izni baglaminda yuksek
lisans ogrencisi Ece OZKAN'in “Down Sendromunun Tamsina Yonelik Segilmis
Metabolitlerin Gaz Kromotografisi- Kiitle Spektrokopisi ile Miktar Tayini” baslikli tez
galigmasinda kullanilmasi uygun bulunmustur,

Bilgilerinize saygilarimla rica ederim.

Prof. Dr. Nurten AKARSU
Bagkan
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EK 2. istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi

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

Bagil Hata Hesaplanmasi

. (Olmasi gereken miktar - Bulunan miktar)
Bagil Hata (BH) = _ x 100
Olmasi gereken miktar

Standart Hata Hesaplanmasi

Standart sapma

/Ol¢iim sayis1

Standart Hata (SH) =

% Geri Kazanim Hesaplamasi

Bulunan miktar
% Geri Kazanim = _ x 100
Olmasi gereken miktar
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