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1. OZET

HPLC FLORESAN DEDEKTOR KULLANILARAK POLIAMINLERIN
SERUMDA  SAPTANMASI iICIN METOT GELISTIRME VE
VALIDASYONLARININ YAPILMASI

Poliaminlerin canli organizmalarda biiylime faktorii olarak ve metabolik
olaylar1 diizenlemede 6nemli gorevleri vardir. Dogal poliaminler; putresin, spermidin
ve spermin tiim canli hiicrelerde bulunur. Poliaminlerin 6l¢iimii, kanserde prognoz
takibi dahil pek c¢ok metabolik durumun takibinde 6nemlidir ancak poliamin
Olciimiinde metot standardizasyonu ve validasyon eksikligi yeni arastirmalar icin
onemli bir engeldir. Bu calismada poliaminler, Food and Drug Administration
(FDA)’in Endiistri I¢in Biyoanalitik Yontem Validasyonu ve European Medicines
Agency (EMA)’nin Biyoanalitik Yontem Validasyonu kilavuzlarina gore valide
edildi. 100 pl serum 6rnekleri 1.5 M HCIO, ile 6n muameleye tutuldu ve 2 M K,COg3
ile protein yapilar1 ¢oktiiriildii. Poliaminlerin o-Fitalaldehit ve N-Asetil-L-sistein ile
in-line tiirevlendirme yontemiyle ters faz C18 HPLC kolonunda 30 dk.’lik gradient
program ile ayrim saglanarak 340 nm'lik eksitasyon ve 450 nm'lik emisyon dalga
boyunda floresan dedektorde tespit edildi. Putresin, spermidin ve spermin igin alt
dogrusallik limitleri sirastyla 0.1-250 ng/ml, 0.5-250 ng/ml ve 1-250 ng/ml; en disiik
miktar tayini alt smirlart 0.2 ng/ml, 0.5 ng/ml ve 1.0 ng/ml ; geri kazanim degeri
%89.6, %89.6 ve %88.4 olarak bulundu. Putresin, spermidin ve spermin igin sirasiyla
giin i¢i dogruluk degerleri %6.3-13.6, %3.4-8.6 ve %1.5-6.0; kesinlik degerleri
%0.9-1.7, %0.2-0.3 ve %0.1-0.7 bulundu. Putresin, spermidin ve spermin igin
sirasiyla giinler aras1 dogruluk degerleri %5.7-12.4, %6.1-9.1 ve %4.5-12.6; kesinlik
degerleri  %6.2-9.7,%1.6-6.1 ve %5.4-13.8 bulundu. Bu c¢alismada, mevcut
yontemlerde numune hazirlama basamagindaki santrifiij siiresi 15 dk.dan 3 dk.ya
diisiiriildii ve boylece geri kazanim % 60’lardan %90 lara dogru arttirildi. ik defa
Waters Nova-Pak C18 3.9 mm, 150 mm ve 4 pm &zelliklerinde kromatografi kolonu
kullanildi. Mevcut metotta kullanilan metanol yerine asetonitril kullanildi.

Geligtirilen yeni gradient programi ile pik safligi ve yeterli pik ayrimi saglandi.



Sonug olarak bu calismada poliaminler i¢cin HPLC yontemi ile hassas, duyarli,

giivenilir, tekrarlanabilir bir metot gelistirilmis ve validasyonu yapilmstir.

Anahtar Kelimeler: Poliaminler, HPLC, tiirevlendirme, o-Fitalaldehit, N-Asetil-L-

sistein



2. ABSTRACT

METHOD DEVELOPMENT AND VALIDATION FOR DETECTION OF
POLYAMINES IN SERUM BY USING HPLC FLUORESCENCE
DETECTOR

Polyamines have important roles in living organisms as growth factors and in
regulating metabolic events. Natural polyamines such as putrescine, spermidine and
spermine are found in all living cells. Measurement of polyamines is important in
following up many metabolic events, including follow-up for cancer prognosis.
However, method standardization and lack of validation in polyamine measurement
are important obstacles for new investigations. In this study, polyamines were
validated as per the Bioanalytical Method Validation for Industry of the Food and
Drug Administration (FDA) and the Bioanalytical Method Validation guides of the
European Medicines Agency (EMA). 100 ul serum samples were pre-treated with
1.5 M HCIO,4 and protein structures were precipitated using 2M K,COs. The
polyamines were distinguished by in-line derivatization with o-Phthalaldehyde and
N-Acetyl-L-cysteine on reverse phase C18 HPLC column with a 30 minute gradient
program. In this way, the uyarma in the wavelength of 340 nm and the emission of
450 nm were detected in the fluorescence detector. For putrescine, spermidine and
spermine, lower linearity limits were found as 0.1-250 ng/ml, 0.5-250 ng/ml and 1-
250 ng/ml, respectively; lower limit of quantification were found as 0.2 ng/ml, 0.5
ng/ml and 1.0 ng/ml, respectively, and recovery values were 89.6%, 89.6% and
88.4%, respectively. For putrescine, spermidine and spermine, intra-day accuracy
values were found as 6.3-13.6%, 3.4-8.6% and 1.5-6.0% respectively and precision
values were found as 0.9-1.7%, 0.2-0.3% and 0.1-0.7%. For putrescine, spermidine
and spermine, inter-day accuracy values were found as 5.7-12.4%, 6.1-9.1% and 4.5-
12.6% respectively, and precision values were found as 6.2-9.7%, 1.6-6.1% and 5.4-
13.8% respectively. In this study, centrifugation time in the sample preparation stage
of present methods was reduced from 15 minutes to 3 minutes, which in turn
increased recovery from 60% to about 90%. A chromatography column having the
properties of Waters Nova-Pak C18 3.9 mm, 150 mm and 4 um was used for the first
time. Acetonitrile was used instead of methanol which is normally used in the



present method. Peak purity and a sufficient extent of peak separation were provided
thanks to the newly developed gradient. As a result, an accurate, sensitive, reliable

and reproducible method was developed and validated in this study.

Key Words: Polyamines, HPLC, derivatization, O-Phthalaldehyde, N-Acetyl-L

cysteine



3. GIRIS VE AMAC

Poliaminler, DNA sentezi ve stabilitesi, transkripsiyonun diizenlenmesi, iyon
kanal1 regulasyonu ve protein fosforilasyonu gibi hiicre biiytimesi ve farklilagmasi ile
ilgili fonksiyonlarda gorev alirlar. Kanser metabolizmasi, barsagin olgunlagmasi,
antioksidan Ozellikleri ve yaslanmadaki rolleri arastirilmaktadir. Dogal poliaminler;
putresin (Put), spermidin (Spd) ve spermin (Spm) tiim canli hiicrelerde bulunur.
Memeli hiicrelerinde bulunan poliaminlerin biyosentezi, L-ornitin den sentezlenen
putresin ile baslar. Sirasiyla putresin'den spermidin ve spermidinden spermin
sentezlenir (1). Poliaminler (putresin, spermidin ve spermin), fizyolojik kosullar
altinda tamamen protonlanmis, dkaryotik ve prokaryotik hiicrelerin temel bilesenleri
olan basit alifatik primer aminlerdir. Hiicre biiyiimesi ve farklilasmasi ve reseptor
fonksiyonunu igeren bir¢ok hiicre fonksiyonunun gergeklestirilmesinde rol oynarlar.
Ayrica DNA replikasyonu, gen ekspresyonu, protein sentezi, lipidlerin

stabilizasyonu, beyin gelisimi, sinir biiylimesi ve rejenerasyonunu etkilemektedirler

).

Poliaminlerin agir1 {iretimi veya asir1 alimi hiicreler i¢in toksiktir ve oksidatif
mekanizma ile hiicre dliimiinii kolaylastirir veya bas agrilarina, bulanti, hipo veya
hipertansiyona ve kalp c¢arpintisina neden olabilir (3). Bu bilesikler, olasi timor
belirtegleri olarak da oOnerilmistir (4,5,6,7). Klinik tanmida anlasilan Onemleri
nedeniyle poliamin tayininin ucuz, kolay, tekrarlanabilir olglimii gerekli hale

gelmistir.

Poliaminleri arastirmak igin analitik yontemler esas olarak; yiiksek
performansli s1vi kromatografisi (HPLC) veya gaz kromatografisi (GC) cihazlarina
biitiinlesmis geleneksel Ultraviyole (UV), floresan veya Kiitle Spektrometresi (MS)
kullanilarak yapilan pre-kolon veya post-kolon tiirevlendirmesi kromatografik
ayrimma dayanir. Bu tiir ¢alismalarda pre-kolon veya post-kolon tiirevlendirme
yontemleri agirlikli olarak uygulanmistir (8, 9). Ayrica poliaminler; alifatik, aromatik
ozellikle, diisiikk molekiil agirlikli organik bazlardir ve bu yapilarindan dolay: kiitle

dedektorii sistemlerinde tespit edilebilmeleri icin molekiil kiitleleri arttirilmalidir
(10).



Poliamin = molekiilleri  absorbsiyon  yapict  fonksiyonel  gruplari
bulundurmamasi nedeniyle UV ve floresan absorbsiyon gostermezler (11,12,13).
Poliaminlerin analizi igin ¢esitli yontemler uzun yillardir ¢alisilmistir. Aminlerin
tesipiti icin Ince Tabaka Kromatografisi (TLC), enzimatik assay yontemi, HPLC UV
dedektor kullanilarak poliaminlerin benzoil kloriir ve dansil kloriir tiirelendirmesi

yontemleri uygulanmistir (14,15,16,17).

Ducros ve arkadaglar1 dansil kloriir ile tiirevlendirme yontemini LC-MS
sistemi ile uygulayarak kirmizi kan hiicrelerinin polimain tayini igin yOntem
onermistir (18). Hunter ve ark. hem UV dedektér hem de floresan dedektoriin
kullanildig1 floreskamin tiirevlendirme yontemi ile poliamin tayini i¢in bir yontem
onermistir  (19). Falco ve ark. poliaminlerin o-Fitalaldehit—N-asetil-L-sistein
reaktifleri kullanilarak HPLC sisteminde floresan tiirevlendirme yontemi ile tespiti
icin yontem Onermistir (20). Dai ve ark. o-Fitalaldehit—N-asetil-L-sistein reaktifleri
kullanilarak HPLC sisteminde floresan tiirevlendirme ile poliaminlerin tespiti igin
yontem Onermistir (21). Lopez ve ark. Sivi kromatografisi (LC)-MS sisteminde iyon
degisim kromatografisi ile bitki 6rneklerinde poliamin tespiti i¢in yontem Onermistir
(22). Liu ve ark. Karaciger kanseri hastalarinin plazma ve idrar Grneklerinde

poliamin diizeylerinin tespiti i¢in yontem onermistir (23).

Tiirevlendirme yontemlerinde numune hazirlama asamasinda yasanan
kayiplar ve uygulamalardaki bazi sinirlamalar, tekrarlanabilirlik ve dogru sonug elde

etme konusunda ciddi zorluklara yol agmaktadir (24).

LC-MS sistemleri UV ve Floresan sistemlerine gore en segici, hassas ve
tekrarlanabilir sonuglar sunan sistemlerdir. Teknolojik gelismelere paralel MS
sistemlerinin gelismesi ile HPLC/ Quadrupole-Time of Flight (Q-TOF)-MS
sistemleri ile ¢alismalar gergeklestirilmistir. Liu ve ark. HPLC/Q-TOF-MS sistemini
kullanarak benzoil kloriir tiirevlendirme islemi ile insan plazmasinda poliaminlerin

miktarlarini tespit edebilmek i¢in yontem onermistir (25).

Biyolojik sivilarin validasyonu i¢in EMA ve FDA giincel olarak kilavuzlar
yayimlamaktadirlar ve biyolojik sivilarin analitik metot validasyonlarinda bu

kilavuzlar kullanilmaktadir (23). Biyolojik sivilar yontem gecerliligi; accuracy



(dogruluk), precision (hassasiyet), linearity (dogrusallik), selectivity (segicilik),
lower limit of quantification (LLOQ) (alt 6l¢lim limiti), recovery (geri kazanim),
intra-day and inter-day repeatability (giin i¢i ve gilinler arasi tekrarlanabilirlik),
parametleri uygulanarak saglanmaktadir (26,27).

Bu ¢alismada mevcut metodolojiler ile olan sikintilar1 azaltmak i¢in; numune
hazirlik, gradient program, kromatografi kolonu, numune konsantrasyonlar
calismalar1 denenecektir ve poliaminlerin serumda saptanmasi igin analitik

validasyonu yapilmis klinik uygulamaya uygun bir analiz metotu gelistirilecektir.

Projenin amaci, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) floresan
dedektor kullanilarak poliaminlerin serumda saptanmasi i¢in metot gelistirme ve

validasyonlarinin yapilmasidir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1.  Poliaminler Genel Bilgi

Biyojen aminler (putresin spermidin ve spermin vs.) hayvan, bitki ve
mikroorganizmalarin normal metabolizmasinda rol alan alifatik, aromatik 6zellikte,
diistik molekiil agirlikli organik bazlardir (28). "Alifatik Poliamin" terimi veya daha
basit¢ce poliamin, ilk dekarboksilasyon asamasindan sonra ornitinden tiiretilen ii¢

bilesigi belirtmek igin kullanilir (29).

Dogal poliaminler; putresin, spermin ve spermidin tiim canli hiicrelerde
bulunur. Canli organizmalarda biiyiime faktorii, antioksidan, DNA, RNA
stabilizasyonu ve metabolik olaylar1 diizenleme gibi gesitli gorevleri vardir. Bu
nedenle, poliaminler, hiicrenin biliylimesinde ve c¢ogalmasinda, proteinlerin ve
niikleik asitlerin sentezinde 6nemli bir rol oynamaktadir (30). Dogal olarak olusan
poliaminler spermin (1,12-diamino-4,9-diazadodekan), spermidin (1,8-diamino-4-
azaoctan) ve bunlarin diamin Oncisii putresin (1,4-diaminobutan) memeli hiicre
bliylimesi i¢in mutlak gereklilik gosterir. Dogal poliaminlerin ve bunlarin
analoglarinin fizyolojik pH'daki pozitif yiiklerinin en 6nemli 6zelligi farkli hiicresel
bilesenler tarafindan molekiiler taninmalarin1 ve daha sonra, farkli iyon kanallarinin
cogalmasi, farklilasmasi ve isleyisi gibi onemli hiicresel islevlerin diizenlenmesini

saglamaktir (31).

Biyolojik agidan aktif aminler, canli organizmalarin hiicrelerinde normal
metabolik siire¢lerle olusan ve pargalanan bilesiklerdir. Poliaminler hiicrede, serbest
veya bitki fenolikleri, membran fosfolipidleri gibi bir baska molekiile kovalent olarak
bagli konjuge poliaminler seklinde bulunurlar (32). Poliaminler; putresin, spermidin
ve spermin, hemen hemen tiim canli organizmalarda bulunur (21). Fizyolojik pH
degerinde, poliaminler pozitif yiiklenerek DNA, RNA ve proteinler gibi birgok
anyonik yap1 ile etkilesime girebilirler. Poliaminlerin protein ve niikleik asit
sentezinde rol aldigi ve normal hiicre boliinmesi ve biiylimesi i¢in gerekli oldugu

diistintiliirse, hiicre i¢i ikinci mesajct olarak goriilebilirler. Bu nedenle, beklenen



sekilde, poliamin metabolizmasi bozukluklari, insanlarda birgok hastaligin

patogenezinde rol oynar (33).

Biyojen aminler ayrica viicut sicakliginin dengelenmesiyle kan basincinin
artmasi ya da azalmasini etkileyebilmektedirler. Poliaminler viicuttaki tiim organlarin
gelisimi, hiicrelerin yenilenmesi ve metabolizmalar1 i¢in gerekli olup bagisiklik
sisteminin giiclenmesi i¢in Onemlidir. Putresin, kadaverin ve spermidin gibi bazi
biyojen aminler serbest radikal tutucu olarak hareket edebilirler. Tiramin igeriginin
artmasiyla antioksidan aktivitesinin de belirgin bir diizeyde arttigi belirtilmektedir

(34).

4.2. Poliaminlerin Yapisi ve Olusum Mekanizmalar:

Poliaminler, hidrofobik bir karbon zinciri vasitasiyla birbirine bagli bir¢cok
amino grubu igeren bilesik sinifidir. Genel olarak, poliaminler dogrusal veya
dallanmis olabilir, ancak biyokimyasal olarak poliaminler terimi, dogal olarak olusan
poliaminleri, spermidin ve spermini ve onlarin diamin onciisii putresini tanimlamak
icin kullanilir ve fizyolojik pH'da dogrusal pozitif yiiklii molekillerdir (Sekil 4.2.1.).
Biyojen aminler, aminoasitlerin dekarboksilasyonu, aldehit ve ketonlarin aminasyon

ve transaminasyonu gibi yollarla olusabilen temel azotlu bilesiklerdir (31).

. NH,
Putresin HN" "

Spermidin Hzru/\/\”/\/\/NH2

H
Spermin HZN/\/\N/\/\/N\/\/NHz
H

Sekil 4.2.1. Dogal olarak olusan poliaminlerin kimyasal yapilar



4.3. Poliamin Sentezi, Homeostaz ve Katabolizmasi

Poliaminler, her yerde bulunan kiigiik molekiil kiitleli organik bazlardir. Bir
amino asitten alfa karboksilik grubun ayrilmasi ile biyojen amin olusumu
baslamaktadir. Biyojen aminlerin ¢ogunun adlandirilmasinda kdken aldigi amino
asidin adindan yararlanilmaktadir. Monoamin grubunda yer alan histamin, tiramin,
triptamin ve 2-feniletilamin, sirasiyla histidin, tirozin, triptofan ve fenilalaninden

meydana gelmektedir (34).

Memeli hiicrelerinde sentezlenen poliaminler putresin, spermidin ve
spermindir.  Agmatin  (dekarboksillenmis  arginin) memeliler tarafindan
iiretilmemekle birlikte, bagirsak florasi da dahil olmak {lizere bitkiler ve bir¢ok

bakteri tarafindan sentezlenir (35).

Poliamin biyosentezi, tiim canli organizmalarda bulunan eski bir metabolik
yoldur ve poliaminlerin homeostazi hiicrelerin hayatta kalmasi igin gereklidir.
Poliamin deregiilasyonu kanser veya noérodejeneratif bozukluklar gibi hastaliklarla
ilgilidir. Saglikli hiicrelerde poliamin seviyesi, biyosentez ve katabolik enzimler
tarafindan karmasik olarak kontrol edilir. Biyosentez; arginin, ornitin ve metionin

amino asitlerini kullanir (36).

Memeli hiicrelerinde bulunan poliaminlerin biyosentezi, L-ornitin’den
tiiretilen putresin ile baglarken, L-ornitin tire dongiisii sirasinda L-arginin vasitasiyla
dretilir. Bu yola paralel, agmatin, bir ara madde gorevi gorerek poliaminlerin
homeostazinda 6nemli bir rol oynamaktadir (29). Ardindan, spermidin, putresin'den
iretilir ve bu da sperminin olusumu i¢in substrat saglar. Spermidin ve sperminin
olusumu, S-adenozil-L-metiyonin (SAMDC) ve 1,3-diaminopropan’in kullanildigi
aminopropil transferazlar1 gerektirir. N-asetiltresin, N-asetilspermin ve N-
asetilspermidin iceren asetil-poliaminler, poliamin interkonversion yolunda
asetilCoA ve spermidin/spermine N-asetiltransferaz (SSAT) ile katalize edilen
poliamin metabolik yolaginin irlinleri oldugu disiiniilmektedir. Ornitin
dekarboksilaz (ODC), putresin iiretir ve poliamin biyosentezinde hizi sinirlayan ilk
adimdir. Kisa yarilanma 6mriine sahiptir, ¢ok asamali olarak diizenlenir ve bilesik 2-
difluorometilornitin (DMFO) tarafindan inhibe edilir. Poliamin sentezinde bir bagka

hiz smirlayict enzim S-adenosilmetionin dekarboksilaz (AdoMetDC) olabilir. Bunun
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aktivitesi, kompetetif inhibitor 4-amidinoindan-1-one-2'-amidinhidrazon
(SAM486A) tarafindan bloke edilebilen hem spermidin hem de sperminin sentezi
icin aminopropil vericiyi temin etmektedir. Spermin oksidaz (SMO), hiicrelerin
hidrojen peroksit (H2O) iiretimi yoluyla belirli uyaranlara kars: sitotoksik tepkisinde
rol oynayan indiiklenebilir bir oksidazdir. N*-asetilpoliamin oksidaz (APAO), N*-
asetillenmis poliaminlerin varligi nedeniyle hizla smirlandirilan, yapisal olarak
eksprese edilen bir peroksizomal oksidaztir. Bu enzimlerin her ikisi, bir aktif bolge
yoneltilmis inhibitér olan N, N*-bis (2,3-butadienil) -1,4-butandiamin (MDL72527)
tarafindan engellenebilir. Spermidin/ spermin N'-asetiltransferaz (SSAT), poliamin
homeostazinin muhafazasi i¢in ¢ok dnemli olan bir indiiklenebilir enzimdir ve ayn
zamanda birkag¢ poliamin analogunun sitotoksik aktivitesinde rol oynar (Sekil 4.3.1.)
(37).
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1 Putresin . i o
CH CH
s St
Ado Ado
—l
N

NH; NH Hy I
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Sekil 4.3.1. Poliamin metabolik yolundaki hedefler

DMFO: 2-difluorometilornitin; ODC: Ornitin dekarboksilaz; MDL72527: N, N*-bis (2,3-butadienil) -1,4-
butandiamin, SAM486A: 4-amidinoindan-1-one-2'-amidinhidrazon; APAO: Nl-asetilpoliamin oksidaz;
AdoMetDC: S-adenosilmetionin dekarboksilaz; MTA: 5'-deoksi-5 '- (metiltio) adenosin; SSAT: Spermidin /

spermin N-asetiltransferaz; SMO : Spermin oksidaz;
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4.4.  Gidalarda Biyojen Aminler

Proteinleri veya serbest amino asitleri ihtiva eden, mikrobiyal ve
biyokimyasal aktiviteyi miimkiin kilan kosullara tabi olan neredeyse tiim gidalarda
biyojenik aminler bulunabilir. Olusan farkli aminlerin toplam miktari, gidanin ve
mevcut mikroorganizmalarin dogasina baghdir. Biyojen aminler; balik tiriinleri, et
riinleri, sit trlinleri, sarap, bira, sebze, meyve, findik ve ¢ikolata da dahil olmak

tizere ¢ok cesitli gida tiriinlerinde bulunur (38).

4.4.1. Fermente Gidalarda Poliaminler

Ulkemizde yogurt, tarhana, sucuk, kefir, boza gibi fermente iiriinler ¢ok sik
tilketilmektedir ve tiiketilmeleri tavsiye edilmektedir. Fakat bu gidalarda
fermantasyon sonucunda; insan sagligim1 olumsuz etkileyecek biyojen amin

bilesikleri de olusabilmektedir (38).

4.4.2. Fermente Edilmemis Gidalarda Poliaminler

Fermente edilmemis gidalardaki biyojen aminlerin varligi, istenmeyen
mikrobik aktivitenin gostergesi olarak kabul edilir. Bu nedenle fermantasyon
sirasinda olusan bu zararli bilesiklerin miktarlarinin bilinmesi hem insan saglig1 hem

de gidanin kalitesi bakimindan 6nemlidir (32,34).

Gidalardaki  aminler enzimatik aktivite sonucu veya bakterilerin
dekarboksilaz aktivitesi ile olustugundan, bu tiir aktivitelerin inhibisyonu ve
bakteriyel gelisimin 6nlenmesi, gidalarin amin igerigini kontrol etmek agisindan
onemlidir. Bununla birlikte, mikrobiyal varligin tamami dekarboksilaz aktivitesi ile
olusmadigindan gida maddelerinde bulunan biyojenik aminlerin varligi tamamen
bozulma organizmalarinin bitylimesi ile iliskili degildir (32). Gidalarin iiretim sartlar
da amin olusumunu etkilemektedir. Ornegin; iiretim sirasinda kullamlan katki
maddeleri, iiriiniin pH’s1, depolama sicakligi, pisirme sekilleri, starter kiiltiiriin ¢esidi
gibi uygulanan islemler biyojen amin olusumunu etkiler. Bu nedenle gidalardaki

amin miktarlar1 mikrobik bozulmanin bir gostergesi olarak kullanilabilir (32,38).
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45, Poliaminlerin Sindirim ve Emilimi

Besin yoluyla alinan poliaminlerin 6nemli bir kismi sistemik dolagima
girmeden Once bagirsakta degrade olurlar (39). Poliaminlerin ince bagirsak
liimeninden dolasima gegisi ¢ogunlukla duodenumda ve proksimal jejunumda
meydana geldigi ve luminal poliaminlerin gergekten viicuttaki biiyiime siiregleri i¢in
kullanildigi konusunda genel bir goriis birligi vardir. Kana gegen poliaminler
viicudun tamaminda hiicre biiyiimesi igin kullanilirlar. Ince bagirsakta ve kolon
llimeninde en yaygin olarak bulunan poliamin, putresindir. Putresin hizli bir sekilde

emilir ve metabolik aktif spermidin ve spermine doniistir (7).

4.6. Poliaminlerin Insanlarda Biyolojik Rolleri ve Fonksiyonlari

Poliaminler, DNA sentezi ve stabilitesi, transkripsiyonun diizenlenmesi, iyon
kanal1 regiilasyonu ve protein fosforilasyonu gibi hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasi ile

ilgili ¢esitli fonksiyonlarda gérev alirlar (40).

Putresin, spermidin ve spermin, fizyolojik kosullar altinda pozitif yiike sahip
gliclii ve esnek polikatyonlardir. Dogal poliaminlerin ve bunlarin analoglarinin
fizyolojik pH'daki pozitif yiikke sahip olmalart en 6nemli 6zelliklerinden biridir ve
farkli hiicresel bilesenler tarafindan molekiiler olarak taninmasini ve daha sonra
farkli iyon kanallarmin c¢ogalmasi, farklilasmasi ve isleyisi gibi 6nemli hiicresel

fonksiyonlarin diizenlenmesini saglar (31).

Poliaminler insan sagligi i¢in hem olumlu hem de olumsuz birgok fizyolojik
stirece katilirlar. Bu g¢esitli roller hakkindaki bilgiler yapilan caligmalarla biiyiik
olglide artmaktadir (36).

4.7.  Tiimor Biiyiimesine Katilim

Poliaminler, kanser gelisimindeki sayisiz islemi etkiler. Kanser risk faktorleri
ve poliamin metabolizmasi arasindaki iliskinin mekanik temeli son on yilda, 6zellikle

kolon kanseri ¢aligmalar1 yoluyla daha bilinir hale geldi. Artan poliamin seviyeleri;
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artan hiicre ¢ogalmasi, azalmis apoptoz ve tiimor invazyonunu ve metastazi etkileyen
genlerin artmis ifadesi ile iliskilidir. Tersine, poliamin seviyelerinin bastirilmasi;
hiicre biiyiimesinin azalmasi, artmis apoptoz ve tiimor invazyonunu ve metastazi

etkileyen genlerin azaltilmis ifadesi ile iliskilidir (5).

Poliaminler kanseri tetiklemez ancak timor biiylimesini hizlandirir. Kanser
dokularindaki poliamin biyosentezinin ilerlemis seviyeleri, sentezlerinden sorumlu
olan enzimlerin aktivitelerinin artmasindan kaynaklanmaktadir. De novo senteze ek
olarak hiicreler, kanser dokulari, gida ve bagirsak mikrobiyotas1 gibi hiicre dist
kaynaklardan poliaminleri alabilirler. Artan poliamin miktar1 kanser hiicrelerinin
cogalmasini hizlandirir ve yiiksek poliamin seviyesine sahip bir ortamdaki bagisiklik
hiicreleri antitiimér bagisiklik fonksiyonlarini kaybeder. Kanser hiicrelerinin yeni

dokular istila ve metastaz yapma kabiliyeti boylece artmis olur (36).

Poliaminler, normal dokularin hasar gérmesi veya tiimor gelisimi sonucu
ortaya ¢ikan kan damar gelisimi i¢in (anjiyogenez) gereklidir. Poliamin sentezinin
engellenmesi gastrik iilserasyon modellerinde ve timor modellerinde anjiyogenezi

engeller (41,42,43).

Ekstraselliiler poliaminler, kanser hiicrelerinde upregiile diizenlenen enerji
bagiml bir siire¢ olan poliamin tagima sistemi yoluyla kanser hiicrelerine alinir. Bu
nedenle, diyette egzojen poliaminlerin yoksun birakilmasi 19901 yillarda bir tedavi
yaklagimi olarak baslamistir. Diyetle alinan bazi bilesenlerin, 6zellikle flavonoidler,
polifenoller ve probiyotiklerin kolorektal kanserde poliaminlerin asir1 hiicre

boliinmesine neden olan roliinii azalttig1 bildirilmistir (44).

4.7.1. Bagirsak Yolunda Etkileri

Spermin daha fazla olmakla beraber, diyetteki poliaminler poliamin havuzuna
onemli katkida bulunurlar. Bunlar, ince bagirsak ve kolondaki mukozal biiylime,
olgunlasma ve yenilenme i¢in gerekli biliylime faktorleridir. Emziren sican
bagirsaginin poliaminlerle olgunlagsmasi1 yakin zamanda Dandrifosse ve ark.(2009)

tarafindan ortaya konmustur (36).
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Bagirsak gelisiminde siit poliaminlerinin 6nemi tartismalidir. Bagirsak
olgunlagmasi iizerine yapilan ¢alismalarin ¢ogu sperminin oral yoldan uygulanmasi
ile gerceklestirilmis ve spermidin ile de benzer etkiler gdzlenmekle birlikte bagirsak
olgunlagsmasinin indiiksiyonundan spesifik spermin etkilerinin sorumlu oldugu kabul
edilmistir. Ince bagirsagin proksimal kisminda distale gdre poliamin konsantrasyonu
fazladir ve emilim proksimalden yapilir. Diyetle alinan poliaminlerin neredeyse
tamami emilir. Bagirsak mukoza dokusunu etkiledigi diisiiniilen poliaminlerin

kaynagi beslenme kokenli olmaktan ¢ok bakterialdir (45).

4.7.2. Antioksidan Aktivite

Spermin ve spermidin membran bilesenleri ve ayni zamanda proteinler ve
niikleik asitler i¢in antioksidan etki gostermektedir. Bazi arastirmacilar biyolojik
sistemlerde serbest radikal temizleme ve/veya geg¢is metal selasyonu gibi poliaminler
icin farkli antioksidan mekanizmalar tarif etmistir. Bununla birlikte, poliaminlerin
antioksidan etkilerinin spesifik kimyasal mekanizmast hala tam olarak

tanimlanamamistir (46).

Poliaminlerin antioksidan aktivitesi, hiicre zarlarimin ve DNA hasarinin
azaltilmasma katkida bulunur. Fizyolojik konsantrasyonda poliaminler hidroksil
radikallerin giiglii tutucularidir. Spermidin ve spermin ayrica hem singlet oksijeni
hem de hidrojen peroksiti baskilar (36). DNA reaktif oksijen tiirleri tarafindan zarar

gOrmiis ise putresin koruyucu bir etki gostermektedir (47).

4.7.3. Poliaminlerin Iyon Kanallariyla Etkilesimi

Endojen poliaminler, 6zellikle de spermin’in, bir dizi iyon kanali tipinin

bloklanmasina ve modiilasyonuna neden oldugu bulunmustur (1).

Hiicre ici spermin, intrinsik gecis ve ice dogru yonlendirici potasyum (K")
kanallarmin iyon kanal gozeneklerine dogrudan baglanarak diizeltilmesinden

sorumludur. Bu potasyum kanallari, uyarilabilir ve uyarilamayan hiicrelerdeki
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dinlenme membran potansiyelini kontrol eder ve ndronlardaki ve kas hiicrelerindeki
uyarilma esigini kontrol eder. Hiicre i¢i spermin, merkezi sinir sisteminde kalsiyum
(Ca") gecirgen glutamat reseptdrlerinin bazi alt tiplerinde diizenlenir ve yine spermin

bu reseptorlerin iyon kanalina niifuz edebilir (1).

Ekstraseliiler spermin, glutamat reseptoriiniin N-methyl-D-aspartat (NMDA)
alt tipinde, NMDA reseptor akimlarinin boyutunu arttiran uyarilma ve voltaja bagh
blok gibi coklu etkilere sahiptir. Poliaminlerin diger tiir katyon kanallariyla
etkilesimleri de bildirilmistir (1).

4.7.4. Poliaminlerin Diger Etkileri

Poliaminler, genetik olarak programlanmis hiicre oliimiine 6zgii olaylara
katilirlar ve apoptik yollar arasinda ¢ok sayida baglantilar1 bildirilmistir ancak
¢oziilmemis bir¢ok soru halen bulunmaktadir (48). Poliaminler erkek ve disi tireme

stiregleri ve embriyo/fetiis gelisimi igin gereklidir (49,50).

Poliaminlerin bu ¢ok yonlii ve farkli siirecleri diizenleyen mekanizmalari

heniiz iyi aragtiritlmamustir (49).

Yaslanmada poliaminlerin roliiyle ilgili Minois ve ark. (2011) tarafindan
yapilan bir c¢alisma, Ozellikle spermidin'in saglikli organizmalarda yararh
olabilecegini, ancak hastalik olusumundan sonra =zararli olabilecegini ortaya

koymaktadir (51).

Poliaminler hormonlarin, niikleik asitlerin ve proteinlerin sentezinde azot
kaynagidir. Ayn1 zamanda viicut sicakliginin dengelenmesi ve kan basincinin artmasi
ya da azalmasini etkileyebilirler. Poliaminler viicuttaki tiim organlarin gelisimi,
hiicrelerin yenilenmesi ve metabolizmalar1 i¢in gerekli olup bagisiklik sisteminin
gliclenmesi i¢in onemlidir (52). Bazi biyojen aminler gidalarda tadin gelisimine
katkida bulunur (53). Son yillarda yapilan bazi1 ¢alismalar mikroorganizmalarin
aminlerin fizyolojik rolii lizerinde etkili olduguna dair yeni ve ilgi ¢ekici hipotezler

one siirmektedir (47).
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4.8. Poliaminlerin Cesitleri

Putresin (diamin), spermidin (triamin) ve spermin (tetramin) dogada yaygin
olarak bulunan baslica polikatyonik dogal aminlerdir (39). Putresin ve spermidin
hemen hemen tiim organizmalarda yer alirken spermin baglica dkaryotik hiicrelerde
bulunur. Poliaminler, metionin ve ornitin'den {iretilen kiiclik polikatyonlardir ve
seviyeleri de-novo sentez ve diyetle kontrol edilir. Memelilerde ana poliaminler

putresin, spermidin ve spermindir (54).

4.8.1. Putresin

Putresin viicutta ornitinin dekarboksilasyonuyla olugmaktadir ve ilk olarak
1880°li yillarda bakterilerden elde edilmistir (55). Poliaminler geleneksel olarak
biyojenik aminler grubunda siniflandirilmisken, okaryotik hiicrelerdeki farkl
olusumlar1 ve spesifik rolleri nedeniyle 1990'l1 yillardan itibaren kendine 6zgii bir
grup olarak ayrilmistir. Yapisal olarak bir diamin olan putresin, her iki grupta
smiflandirthir  (Sekil 4.8.1.1.). Genellikle, bu yaygin amino asit ornitinin
dekarboksilasyonu ile "asil" biyojen amin olarak olusur (36). Putresin gesitli

biyolojik proseslerin kontroliinde en az aktif olan poliamindir (56).

NH;,
Putresin

NH;

J IV

Sekil 4.8.1.1. Putresinin kimyasal yapisi
Putresin, poliaminler olan spermidin ve sperminin onciil bilesigidir (34).
Bircok mikroorganizma ve bitkide putresin agmatinden sentezlenir. Ancak memeli

hiicresi ve Okaryotlarda arjinin dekarboksilaz yoktur bu nedenle putresin ornitinden

sentez edilir. Bu reaksiyon i¢in plazmada ornitin bulunur. Hiicre i¢inde ise arjininden
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arjinaz enzimi ile ornitin elde edilir. Bu nedenle arjinaz poliamin sentezinde

baslangi¢ basamagi olarak kabul edilir (57).

Putresin viicutta arjininden ornitin ya da agmatin yoluyla sentezlenir.
Arjininden, arjinaz enzimi aracilifiyla olusan ornitin dekarboksile olarak putresine
doniislir ya da arjininden agmatin, ve sonra putresin sentezlenir (55). Memeli
hiicrelerinde, ornitinden ornitin dekarboksilaz enzimi etkisi ile putresin olusturur
(Sekil 4.8.1.2.) (35). Putresin daha sonra tersine ¢evrilebilir bir metabolik siiregle

spermidin ve spermin olusturur (56).

Arjinin =
Agmatin

Diamin
Arjinaz &id"
agmatin
Agmatinaz iminohidrolaz

\J Guanido biitanoik asit

Ornitin

Nitrik oksit
sentaz

Sitrilin Déngilsii N-karbamoil-putresin

Kamoil-putresin
amidohidrolaz

Putresin

Ornitin
dekarboksilaz

Sekil 4.8.1.2. Putresin metabolik yolu

Putresin, L-ornitin’den biyosentezde hiz simirlayici enzim olan ornitin
dekarboksilaz ile katalize edilen bir reaksiyonla sentezlenir. Putresin ve
dekarboksillenmis S-adenosylmethionine, sperminin bir Onciisii olan spermidin
sentezi igin substrattir (1). Enzime ait gen, hormonlarla veya bir onko protein olan
myc ile uyarilir. Cekirdekte ve sitoplazmada yer alan bu enzim birkag¢ dk.’lik bir
doniistim hizina sahiptir. Ornitin dekarboksilaz, poliamin seviyelerinin korunmasinda
kritik dneme sahip oldugundan hiicre biiylimesi ve ilag gelistirme {izerine yapilan

calismalarda hedef enzim olarak degerlendirilmektedir (58).
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Poliamin sentezinde metiyonin, hiicresel metilasyon i¢in majormetil verici
olan  S-adenosil-metionin  (SAM) iretmek i¢in ilk olarak  metionin
adenosiltransferazlar (MAT1A, MAT2A ve MAT2B) tarafindan metabolize edilir.
SAM’m izleyebilecegi iki etkin yol vardir. Bunlar, metil grubunu diger molekiillere
aktaran metil transferazlarin (MT) hareketi vasitasiyla trans-metilasyon ve poliamin
sentezi i¢in substrat olan dekarboksillenmis SAM'!n (dcSAM) iiretilmesine neden
olan adenozilmetiyonin dekarboksilaz' (AMD1) yoludur. SAM dekarboksilaz
etkisiyle “dekarboksile S-adenozilmetiyonin’e (DAM) donilisiimi izler. DAM,
spermidin sentaz aracilifiyla putresini spermidine déniistiiriir. Ote yandan, ornitin,
arginazlar tarafindan iiretilir ve ornitin dekarboksilaz' (ODC1) ile metabolize

edilerek putresin olusur (54).

4.8.2. Spermidin

Spermidin azot atomlart ile bagli iki karbon zincirinden meydana gelmis basit
alifatik aminlerdendir (Sekil 4.8.2.1.) (59). Spermidin (triamin) ilk olarak 20.
yiizyilin baglarinda tespit edilmistir (5). Spermidin, sperminin biyosentezinin
onciisiidiir.  Spermidin  esasen L-ornitin  dekarboksilasyonu ve aminopropil
gruplarinin spermidin sentaz tarafindan S-adenosilmetionin'den putresin'e sirali

transferi yoluyla tiretilen dogal poliaminlerdir (59).
Spermidin

HN-CHINH-CHIANH, o Syl g

Sekil 4.8.2.1. Spermidin kimyasal yapis1

Metiyonin, spermidin ve spermin olusumu i¢in aminopropil birimi dondriidiir.
Putresin, spermidin ve spermin biyosentezinin bir ara {irliniidiir. Putresin olusumuna
paralel olarak L-metionin, S-adenosil-L-metiyonin’e (AdoMet) doniistiiriiliir. Daha

sonra dekarboksilatli AdoMet tiretmek i¢in bir anahtar enzim olan S-adenosil-L-
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metionin dekarboksilaz tarafindan dekarboksile edilir. Bu bilesik daha sonra
spermidini Uretmek i¢in putresine (spermidin sentaz ile) aminopropil grubunun
vericisi olarak kullanilir (Sekil 4.8.2.2.) (36). Bir aminopropil grubunun putresin’e

eklenmesi, spermidin sentezine yol agar (60).

Metiyonin

S-adenosil-L-
metiyonin
dekarboksilaz

r_.»\TP
L Putresin

S-adenozil-L-metionin

_~ spermidin sentaz

7

Co,

v
Dekarboksilat S-adenozilmetiyonin

Spermidin

S-metiladenozin

Sekil 4.8.2.2. Spermidin biyosentezi

4.8.3. Spermin

Spermin azot atomlari ile bagl ii¢ karbon zincirinden meydana gelmis basit
alifatik aminlerdendir (Sekil 4.8.3.1.) (59). 1677'de Van Leeuwenhoek tarafindan
insan spermasinin ilk mikroskobik incelenmesi sonucu birka¢ giin bekletilmis
numunelerde kristallerin varligi tespit edilmistir. 1878'de Schreiner, organik bir bazin
fosfat tiirevlerini belirledi. Baslangigta izole edildigi kaynaktan dolayr bu baz daha
sonra "spermin" olarak adlandirilmistir. Bununla birlikte, maddenin kesin kimyasal
bilesimi ve yapis1 tam olarak a¢ikliga kavugsmamis ve dogru yap1 1924'te Dudley ve

ark.’nin si18ir beyninden spermini izole etmesiyle belirlenmistir. 1885 yilinda Krieger
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tarafindan beyin dokusundan "neuridin" adi verilen basit bir bilesik, izole edildi. Bu

bilesigin daha sonra spermine 6zdes oldugu bulundu (59) .

Spermin

H,N-(CH,)3-NH-(CH,)4-NH-(CH,)3-NH,
@D N IOV

Sekil 4.8.3.1. Spermin kimyasal yapis1

Spermin biyosentezi putresinden olusan spermidine (Sekil 4.8.3.2.) spermin

sentaz enziminin etkisi ile bir amino grubunun eklenmesiyle olusur (36).

Metiyonin

S-adenosil-L-
metiyonin
dekarboksilaz

ATP

\f

S-adenozil-L-metionin

Spermidin

spermin sentaz

=

Co,
\L /

Dekarboksilat S-adenozilmetivonin - =
'-‘ Spermin

S-metiladenozin

Sekil 4.8.3.2. Spermin biyosentezi
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4.9. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Hareketli fazin pompalar vasitasiyla basing olusturarak kolona verildigi ve
dedektor sisteminden gegirilerek nitel ve nicel analizlerin gergeklestirildigi
sistemlere Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) ad1 verilir. Duyarli olusu,
ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozulabilen maddelerin ayrilmasini
saglamasi, dogruluk dereceleri ve kesinlikleri yiiksek sonuglar vermesi nedeniyle,

biitlin analitik ayirma teknikleri arasinda en yaygin kullanilanidir (61,62).

HPLC, ugucu olmayan ve Yyiiksek sicakliga maruz kaldiginda bozulabilen
maddelerin kromatografik olarak ayirarak teshit ve tayin edilmelerini saglayan
sistemdir. Aminoasitler, karbonhidratlar, proteinler, peptitler, bitki pigmentleri, bitki
ve hayvan metabolitleri, glikanlar, niikleik asitler ve ilag molekiilleri gibi kiiciik

molekiiller HPLC sistemi ile kolayca ayrilabilir ve tesbit edilebilir (63).

HPLC sistemlerinin genel bilesenleri; solvent rezervuari, pompa, oto
ornekleyici, kolon firmi, dedektor, atik toplama sisesi, veri toplama ve isleme

bilgisayarindan olusur (Sekil 4.9.1.) (64,65,61).

Oto &rnekleyici Veri toplama ve

isleme bilgisayari

Pompa
Dedektor
Solvent
Rezervuari Kolon + Kolon Firini
-[ Atik

Sekil 4.9.1. HPLC sisteminin genel bir gosterimi
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49.1. Solvent Rezervuar Sistemi

Modern bir HPLC cihazi, her biri 500 ml veya daha fazla ¢6ziicii i¢eren bir veya
daha fazla cam veya paslanmaz ¢elik rezervuar ile donatilmistir ve en az 1-2 m>lik
bir solvent rezervuar: miktar ile bir kag saat boyunca siirekli ¢alismaya olanak tanir
(63).

Bir rezervuar sistemi mobil faz hatlari, filtreler ve degazer sisteminden olusur.
Cozlinmiis gazlar1 ve ¢oziinmemis partikiilleri sivilardan uzaklastirmak igin filtreler
ve degazer solvent rezervuar sistemine dahil edilmistir. Cozlinmiis gazlar hareketli
faz hatlarinda kabarciklar iiretmekte ve bdylece kolonda bant genislemelerine neden
olmaktadir. Buna ek olarak, kabarciklar ve ¢Oziinmemis partikiiller dedektor
performansin1 etkiler. Degazerler bir vakum pompalama sistemi, bir damitma
sistemi, 1s1itma ve karistirma i¢in bir cihaz veya yayilma i¢in bir sistemden olusabilir.
Burada c¢oziinmiis gazlar, hareketli ortamda c¢oziinmeyen inert bir gazin ince

baloncuklari ile ¢oziinerek disari atilir (61).

4.9.2. Pompa

Pompa solvent rezervuar alanina konulan mobil fazlar sabit akista ve yiiksek
basingta kromatografi kolonuna pompalayan sistemlerdir. Bir HPLC pompasi 1ki
farkli 6zelligi bir arada bulundurmalidir. Bunlar; 350 ya da 500 bar'a kadar yiiksek
basing liretebilen saglam bir cihaz olmali ve segilen herhangi bir akis hizinda yiiksek

akis dogrulugu ve hassasiyette ¢alisabilmeli.

HPLC sisteminde kullanilan iki farkli ayrim teknigi vardir. Bunlar; fazin
bilesimine gdre izokratik ve dereceli eliisyondur. Izokratik eliisyon, tek pompa
kullanilarak bilesimi degismeyen bir hareketli fazla yapilan ayrimlardir. Dereceli
ellisyonda ise en az 2 ayr1 pompa kullanilarak polariteleri farkli birden fazla hareketli

fazla yapilan ayrimlardir (61).
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4.9.3. Oto Ornekleyici ve Enjektor Sistemi

HPLC ekipmaninin hemen hemen tiim iireticileri, genellikle dikdortgen veya
dairesel bir tepsiye yerlestirilmis Orneklerin program yardimiyla enjeksiyonunun
yapilmasina izin veren bir otomatik Ornekleyiciye sahiptir. Programlanabilen oto
ornekleyiciler numuneleri 6rnek haznesine doldurmak igin hassas motor ile hareket
ettirilen siringa kullanirlar. Enjektorle ¢ekilen hacim kontrol edilerek istenilen
miktarda 6rnek haznesine doldurulur (66). Diizgiin bir sekilde ¢alisan bir otomatik
ornekleyici insan hatasin1 ortadan kaldirir ve enjeksiyon hassasiyetini ve

dogrulugunu arttirir (62).

Omek enjeksiyonu ve drnegin muhafazast HPLC igin kritik bir parametredir.
Enjeksiyon dikkatlice yapilmazsa, en iyi kolon bile k&tii bir ayirma firetir. Bir HPLC
sisteminde enjektor, yiliksek tekrarlanabilirlik ve yiiksek basing altinda (4000 psi'ye
kadar) 0.1 ml ila 100 ml hacimdeki s1v1 enjeksiyonu yapabilmelidir (67,61).

49.4. HPLC Kolonu

Sivi  kromatografi kolonlar1 genellikle paslanmaz ¢elik borudan imal
edilmistir. Kalin cidarli cam borular bazen diisiik basing uygulamalari i¢in (<600 psi)
kullanilirken, cogu kromatografi kolonu, i¢ ¢aplar1 4 ila 10 mm arasinda ve uzunlugu
10-30 cm aras1 paslanmaz ¢elikten iiretilmis ve partikiil boyutlart 5 ila 10 pm
araliginda degisen silika dolgu maddeleri ile doldurulmustur. Son zamanlarda, i¢ ¢ap1
I mm ila 4.6 mm ve uzunlugu 3 cm ila 7.5 cm olan yiiksek performansli mikro
kolonlar iretilmektedir. 3 um veya 5 pum'lik partikiillerle paketlenmis bu kolonlar,
hiz ve minimum solvent tliketimi avantajina sahiptir. 10 mm veya daha diisiik
mikropartikiillii sabit fazlar kullanildiginda, 5, 10, 15 veya 25 cm uzunlugunda
kolonlar yaygin olarak kullanilir (67,61).

Ters-faz sivi ve normal-faz sivi kromatografisinde analiz edilecek Ornek
polaritesinin sabit faz polaritesine yakinligima gore kolonda alikonulur ve hareketli

faz polaritesine yakin olan maddeler kolonu once terk eder (67,61).
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4.95. Kolon Firim

Iyon degisimi, boyut dislama ve ters faz kolonlarini daha yiiksek sicakliklarda
calisirmak ve sivi-sivi kolonlarin sicakligini hassas bir sekilde kontrol etmek
genellikle analizlerde avantaj saglar. Bu nedenle, kolon firinlari modern sivi
kromatografisi cihazlarinda istenen bir ozelliktir. Genel olarak, sivi kromatografi
kolonlarinda sicaklik 20°C ila 65°C araliginda caligilabilir ve sicaklik degisimi +
0.2°C hassasiyetle Olciilmelidir. Sabit sicakligin korunmasi nicel analizde 6zellikle
onemlidir, zira sicakliktaki degisiklikler pik alanlarinin Slglimiinii ciddi sekilde

etkileyebilir (63).

4.9.6. Dedektor

Kolonun sonuna yerlestirilen HPLC detektorii, analitlerin kromatografik
situndan ayrildiktan sonra tespit edilmesini saglar. Diizenli olarak kullanilan

dedektorler UV, floresan, kiitle spektrometresi ve elektrokimyasal detektorlerdir

(67).

4.9.7. Veri Toplama ve Isleme Bilgisayar1

Dedektorden gelen sinyaller, grafikler veya elektronik entegratorler lizerinde
toplanir. Veri toplama bilgisayari kromatografik bilgileri islemek, depolamak ve
raporlamak i¢in HPLC cihazi ile biitlinlesik yazilimlar igerir. Bilgisayar dedektoriin
her maddeye verdigi elektirik sinyalini koordine eder ve sinyali yorumlanabilir bir

kromatograma gevirir (67).

4.10. Spektroskopik Yontemler

Spektroskopi kavrami gecmiste goriiniir bolge 151g¢min cesitli dalga boylarina
ayrilip spektrumlarinin elde edilmesi i¢in kullanilirken giiniimiizde madde ile
elektromagnetik 1s181n etkilesimini inceleyen bilim dali olarak tanimlanmaktadir (66,

68). Spektrum kavrami bugiin elektromanyetik 1s1ma ile madde arasindaki
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etkilesimlerle ilgilenmekten Oteye giderek madde ve diger enerji tiirleri arasindaki

etkilesimleri de igerecek sekilde genisletilmistir (69).

Spektroskopi, elektromanyetik 1simanin madde ile etkilesiminden ortaya
cikan spektrumlarin iiretimi, Olglilmesi ve yorumlanmasi ile ilgilidir. Cok cesitli
analitik problemleri ¢dzmek icin kullanilabilen bir¢ok farkli spektroskopik yontem
vardir. Bu yontemler, analiz edilecek tiire (molekiiler veya atomik spektroskopi gibi),
izlenecek 1s1ma-madde etkilesiminin tiirine (absopsiyon, emisyon veya kirinim gibi)

ve kullanilan elektromanyetik spektrumun alanina gore farklilik gosterir (70).

Spektroskopi ve spektrografi; dalga boyunun bir fonksiyonu olarak 1s1ma
siddetinin Sl¢limii i¢in kullanilan terimlerdir ve genellikle deneysel spektroskopik
yontemleri tanimlamak ic¢in kullanilir. Spektral Ol¢iim cihazlari; spektrometre,

spektrofotometre, spektrograf veya spektral analizorler olarak adlandirilir (71).

Isigin molekiiller tarafindan sogurulmasi molekiildeki atomlarin tiiriine,
diizenlenmesine, molekiillerin sekline, biiyiikliigline vb. 0Ozelliklerine baglh
oldugundan spektroskopik yontemler maddelerin yapilarimin ve stereokimyasal
ozelliklerinin bulunmasi, taninmasi ve saflik kontrolii gibi ¢ok genis bir alanda

uygulanmaktadir.

Spektroskopik yontemler; inorganik ve organik bilesiklerin kalitatif, kantitatif
analizlerinde, asit-baz denge sabitlerinin ve molekiil yapilarmin aydinlatilmasinda
siklikla kullanilir. Tiim dalga boylarinda galisabilecek ve hangi dalga boylarmin
absorplandigini tespit edebilecek tek bir cihaz yapmak miimkiin olmadigindan, belirli
dalga boyu araliklarinda ¢alisan ayri ayri cihazlar gelistirilmistir. Bu cihazlarin
gecerli olduklar1 alan spektroskopilerine de Ultraviyole-Goriiniir Bolge (UV-
Visible), Infrared (IR titresim) ve Nikleer Manyetik Rezonans (NMR)
spektroskopileri adi verilir (71,68). Bir¢cok laboratuvarda yaygin olarak; ultraviyole,
gortiniir, kizilotesi ve radyo (niikleer manyetik rezonans) frekans araliklarindaki

1s1ma emilimine veya emisyonuna dayali spektroskopik yontemler kullanilir (70).

Elektromanyetik 1s1nim, elektromanyetik spektrumun kozmik ve gama
isimasindan (dalga boyu 10 ila 10 m), sesalt1 1s1maya (10" m) kadar genis bir

dalga boyu ve frekans yelpazesini kapsayan ¢ok farkli sayida form alan bir enerji
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tiirtidiir. Analitik amaglar i¢in 6nemli spektral bolgelerin dalga boyu ve dalga sayisi

araliklarni gosteren diyagram Sekil 4.10.1.”de verilmistir (72,73).

1012 109 10% 10° 1 10° % [m]
3-1020 31017 3-1014 310" 3108 0.310° v([Hz]

Kozmik X-Ray Mikrodalga

Ismlar . e T
; Gama Ultraviole Kuizilétesi Radar

Ismlan V) (IR)

YW

Géoriiniir Isik

Ultraviole Kizilotesi
V) (R®)
300 400 500 600 700 goo ~[nm]
1000 750 600 500 428 375 v[THz]

Sekil 4.10.1. Elektromanyetik spektrumun sematik gosterimi

A: Dalga boyu, v:Frekans IR: Kizil 6tesi UV: Ultraviole

Spektroskopi terimi, bir spektrum olusturmak i¢in 151k veya goriiniir 151manin
bilesen dalga boylarina donistiiriildigii siiregleri belirtmektedir. Bununla birlikte
giiniimiizde, iyonlar (kiitle spektrometresi), cekirdegin doniisii (niikleer manyetik
rezonans spektroskopisi), ses dalgalar1 (akustik spektroskopi) vb. gibi diger 1s1ma
tiirleri i¢in de kullanilmaktadir. Spektroskopik teknikler analitik kimyada ¢ok 6nemli
bir alana sahiptir ve uygulamalar ¢ok sayidadir. Analitik kimyada kullanilan bazi
yaygin spektroskopik teknikler; UV-Vis, floresan, IR, NIR, Raman ve Atomik
Absorpsiyon Spektroskopilesidir (74,72).

4.10.1. Is1Zin Absorplanmasi

Cesitli dalga boylarinda 151k igeren bir demet, saydam ve seffaf bir ortamdan
gecirilirse, i¢inden bazi dalga boylarinin kayboldugu goriiliir. Buna 15181n

absorplanmasi denir. Absorpsiyonla 1sik enerjisi, maddenin iyon, atom veya
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molekiillerine aktarilir. Boylece 151k enerjisini absorplamis olan iyon, atom veya
molekiiller uyarilmis hale gegerler. Uyarilmis bir atom veya molekiil 10 sn. kadar
yasayabilir. Sonra absorpladig 1sik enerjisini geri vererek tekrar eski haline veya
temel haline doner. Madde tarafindan absorplanan 151k enerjisinin geri verilmesi,
genellikle 1s1 seklinde olur ve madde az ¢ok 1siir. Bazi maddelerde ise absorplanan
151k enerjisi daha uzun dalga boylu isiklar halinde yayilir. Buna fotoliiminesans olay1
denir. Bu olayin ¢ok kisa siireli olanina floresan, daha uzun siireli olanina fosforesan

ad1 verilir (74,75).

Bir maddenin temel haliyle uyarilmig halleri arasindaki enerji farklari, bagka
bir maddeninkinden farkli oldugundan, her maddenin kendine 6zgii bir absorpsiyon

spektrumu vardir. Absorpsiyon spektrumlar1 genel olarak iki sekilde incelenir (72):

1- Atomik Absorpsiyon Spektrumlari
2- Molekiiler Absorpsiyon Spektrumlari

4.10.1.1. Atomik Absorpsiyon Spektrumlari

Polikromatik UV veya Goriiniir Bolge 1s1k1 civa veya sodyum gazi gibi tek
atomlu bir ortamdan gegirilirse bazi 1siklar kaybolur. Sodyum buharindan 11k
gecirildiginde sar1 151k kaybolur. Sari 1s18im  sodyum atomlar1 tarafindan
adsorplanmasi, sodyum atomlarinda 3s enerji seviyesinde bulunan bir elektronun sari
1s1k1 absorplayarak 3p enerji seviyesine ¢ikmasiyla agiklanabilir. Atomlarda, en dig
tabaka elektronlar1 ultraviyole ve goriiniir bolge isiklarla uyarildiklar: halde, i¢
tabaka elektronlar1 uyarilamaz. I¢ tabaka elektronlarmi uyarabilmek igin X-1s1nlari

kullanilir. X-151nlar1 gériiniir bolge 1s1nlarindan daha fazla enerjilidirler.

Atomlarin en dis tabaka elektronlarinin uyarilmasi tizerine kurulmus olan
spektroskopi dalina atomik absorpsiyon, en i¢ tabaka elektronlarmin uyarilmasi

tizerine kurulmus olan spektroskopi dalina da X-1s1nlar1 spektroskopisi denir (75,72).
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4.10.1.2. Molekiiler Absorpsiyon Spektroskopisi

Elektromanyetik enerjinin numunenin atomlarma veya molekiillerine
aktarildig1r isleme absorpsiyon denir. Elektromanyetik enerjinin absorpsiyonunu
takiben, atomlar ve molekiiller, ayr1 seviyelerde bulunan bir veya daha fazla yiiksek
enerji seviyesine uyarilir. Isimanin absorpsiyonu gerceklesmesi igin uyarilan bir
fotonun enerjisi temel hal ile uyarilan hallerden biri arasindaki enerji farkiyla tam
olarak eslesmelidir. Bu enerji farkliliklar1 her bilesik i¢in benzersizdir ve absorplanan
15181 frekanslarinin bir grafigi bu nedenle bir bilesigin karakterizasyonu saglar.
Boylece absorpsiyon spektrumu, dalga boyunun bir fonksiyonu olarak c¢izildiginde
cok yararhidir. Bir molekiiliin absorpsiyon bantlariyla iligkili E enerjisi su sekilde

verilir (72). :
ET = Eelektronik + Etitresim + Egonme

Burada; Eejekronik molekiiliin elektronik enerjisini, Egipesim titresim enerjisini,
Edsnme ise donme enerjisini tanmimlar. Bir molekiildeki donme seviyelerinin sayisi,
titresim Seviyelerinin sayisindan ¢ok daha biiyiiktiir ve titresim seviyelerinin sayisi,
elektronik seviyelerin sayisindan daha fazladir. Bu gercekler, farklt durumlar

arasindaki enerji farkliliklartyla da ilgilidir; burada (72).

Eelektronik > Etitresim > Edénme

Dolayisiyla belirli bir molekiil i¢in bir dizi elektronik enerji durumu, daha da

fazla sayida titresim seviyesi ve ayni zamanda daha fazla doniis seviyesi mevcut

(Sekil 4.10.1.2.1.) (72).
Er)erji

Dénme Enerji

L i ' ~ Seviyeleri
A e = o e :

Elektronik Enerji
Seviyeleri

_ Titregim enerji
Seviyeleri

Sekil 4.10.1.2.1. Bir molekiil i¢in enerji seviyeleri diyagrami
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4.10.2. Lambert-Beer(Bouguer) veya Beer’s Yasasi

Spektroskopistler i¢in, Lambert-Beer(Bouguer) yasast hi¢ kuskusuz
spektroskopi'nin en 6nemli esaslarindan biri olan absorbans ile ayrilmaz bigimde
iligkili oldugu i¢in esas teskil eden bir ilkedir (76). Lambert-Beer(Bouguer) yasasi

monokromatik 151g1n madde tarafindan absorbansini dlger (77).

Atom veya molekiil uyarildiktan 10°® sn. gibi kisa bir siire sonra absorplanan
151k, enerjisini kaybederek tekrar temel enerji seviyesine doner. Madde absorpladigi
151k enerjisini genellikle 1s1 seklinde geri verir ve madde ¢ok az 1sinir. Bazi maddeler
ise absorplanan 1sik enerjisini daha uzun dalga boylu isinlar halinde yayar. Buna
fotoliiminesans olayr denir. Bu olayin ¢ok kisa siireli olanina floresan, daha uzun
stireli olanina fosforesan adi verilir. Bir maddenin temel haliyle uyarilmis halleri
arasindaki enerji farklari, baska bir maddeninkinden farkli oldugundan, her maddenin
kendine 0zgii bir absorpsiyon spektrumu vardir. Paralel 151k demeti bir bilesigin
sollisyonundan gegtiginde absorbsiyon olusur. Isigin, soliisyondan gegmeden Onceki
1s1ma giicli Pg ve soliisyondan gectikten sonraki 1s1ma giicii (P), ¢ozeltinin kalinlig

(b;cm) ve konsantrasyon (c;g*L™) 'dir (Sekil 4.10.2.1.) (77,72).

b (cm)

C

c(glm

.

Sekil 4.10.2.1. Absorplayici bir soliisyondan gegen 1s181n absorpsiyonu

Po : Isik, soliisyondan gegmeden 6nceki 1s1ma giicti, P: Isik, soliisyondan ge¢cmetikten sonraki 1g1ma

giicti, J:Jul, cm: Santimetre, g: Gram, L: Litre ¢: Konsantrasyon b: Cozeltinin kalinlig1
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Genel kullanimda "absorpsiyon spektroskopisi" terimi kullanilsada genellikle
Olciilen gecirgenlik (T)'dir. Isik demetinin ortamdan ge¢me oranina gecirgenlik (T)
denir. Fizikokimya ve spektroskopi ders kitaplarina gore, bir materyalin veya bir
cozeltinin gecirgenlik T degeri iyi bilinen bir formiil ile absorbsiyona doniistiirtiliir.

Cozeltiden iletilen 1s1manin franksiyonuna gegirgenlik (T) denir.
T=P/Py
seklinde ifade edilir. Gegirgenlik genellikle yilizde cinsinden verilir.
%T=P/ P, *100
Gegirgenlik ifadesinin eksi logaritmasi alinarak Absorbans (A) elde edilir (72,76).
-logT =-log P/Po=A

Burada, Py, 15181n soliisyondan gegmeden Onceki 1s1ma giicii veya 1ginimidir
ve P, 15181 soliisyon ile etkilesimde bulunduktan sonra g¢ikan 1sik siddetidir. Bir
¢ozeltinin absorbansi, ¢ozelti boyunca yol uzunlugu (b) ve absorplayici tiirlerin
konsantrasyonu (c) ile dogru orantilidir. Molekiillerin segilen dalga boyundaki
1s1may1 absorplamasi sonucu ortaya ¢ikan azalma Lambert-Beer(Bouguer) veya
Beer’s esitligi ile verilir. Esitlikte; gecirgenlik dogrudan; molar absorpsiyon katsayisi
(¢), absorbanst olmayan ¢oziicii igerisinde ¢Oziinen absorplayicti madde

konsantrasyonu (c) ve ¢ozeltinin kalinligi (b)’ye baglhidir (77,72,76).
A=logPy/P=¢b.c

Absorbans birimi, Absorbans Unit (AU) ile ifade edilir. Bu yasanin bir
sinirlamasi, sadece yaklasik <1.5 AU'luk absorbansa sahip soliisyonlar i¢in dogrusal
olmasidir. Dolayisiyla, ¢ok yiiksek konsantrasyonda absorpsiyon ve konsantrasyon

arasindaki dogrusallik iligkisi bozulur ve sapmalar yasanir (72).

4.11. Kromatografi

Kromatografinin ilk caligmalar1 1860'larda bir karbon yatagindan gecirilen

parafinin 'agartilmasi' deneyine dayanir. Ancak kromatografinin resmi ve akredite ilk
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kesfi, ¢esitli adsorbanlar {lizerinde yaprak pigmentlerinin segici adsorpsiyonu iizerine
ayrintili calismasi ile 1902'de Mikhail Tswett'e aittir. Kromatografi teknigi Rus
botanikci Mikhail Tswett tarafindan klorofil ve ksantofil gibi bitki pigmentlerini,
cam bir kolona dondurulmus kalsiyum karbonattan (CaCO3) dolgu maddesinden
olusmus bir siitundan gecirerek ayirmasiyla kullanilmistir. Bu bilesenler renkli
bantlar  halinde  gozlemlenmesi  nedeniyle @ Yunancada  chroma=renk;
grephein=yazmak anlamina gelen kelimeler birlestirilerek ‘Kromatografi’ terimi

olusturulmustur (64,78,79).

Kromatografi, iki veya daha fazla karigsmayan faz arasinda dagilim yoluyla
karigimlarin ayrilmasi olarak tanimlanabilir. Bu karigmayan sathalarin bazilar1 gaz-

s1vi, gaz-Kati, s1vi-sivi, sivi-kati, gaz-sivi-kati ve sivi-sivi-kati olabilir (64).

Kromatografi, bir karisimdaki bilesenlerin hareketli (tasiyic1) bir faz
yardimiyla, sabit (durgun) bir faz arasindan degisik hizlarda goc¢ etmeleri esasina
dayanir. Kromatografik yontemlerle, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri birbirine ¢ok
yakin bilesenlerden olusan karisimlari, timiiyle, kolayca ve kisa siirede ayirmak

miimkiindiir (80,69,72).

Kromatografide durgun faz, bir kat1 veya kat1 ylizeyine kaplanmis bir kati
fazdir. Durgun fazin {izerinden akan hareketli faz ise bir gaz veya sivi fazdir.
Hareketli fazin sivi oldugu kromatografi tiirtine Sivi Kromatografi, hareketli fazin
gaz oldugu kromatografi tiiriine ise Gaz Kromatografi denir. Gaz kromatografi, gaz,
ucucu sivi ve kati karigimlar i¢in uygulanan bir tekniktir. Sivi kromatografi ise
ozellikle 1s1l kararsiz ve ugucu olmayan O6rnekler i¢in uygulanir. Bir kantitatif analiz
teknigi olan kromatografide amag, anlamli bir siire i¢inde iy1 bir ayirma yapmaktir.
S1v1 kromatografisi diizlemsel yiizeylere ve kolonlara uygulanabilen bir kromatografi
tirtidiir. S1vi kromatografisi normal faz ve ters faz kromatografisi olmak iizere iki
farklh teknikle uygulanabilir. Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz hareketli
faza gore daha polar olurken, ters faz sivi kromatografisinde hareketli faz polar, sabit
faz ise apolardir (80,69,72).
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4.11.1. Kromatografinin Simiflandiriimasi

Kromatografi; sabit faz, hareketli faz ve ayirma tekniklerine gore farkl
sekillerde siniflandirilir (81).

1
2

3- Boyut Eleme Kromatografisi

Adsorpsiyon Kromatografisi

Dagilma Kromatografisi

4- lyon Degisim Kromatografisi

4.11.1.1. Adsorpsiyon Kromatografisi

Adsorpsiyon kromatografisi prensibi klasik kolon ve ince tabaka
kromatografisinden bilinmektedir. Sabit faz olarak, yiiksek spesifik yiizey alanina
sahip nispeten polar bir malzeme kullanilir. Sabit faz olarak g¢ogunlukla silika

kullanilir ancak aliiminyum ve magnezyum 0ksit de siklikla kullanilir (82).

Adsorpsiyon kromatografisi bir ¢ozelti karisiminda maddelerin kat1 faz
iizerinde farkli kuvvetlerde tutunmasi prensibine gore birbirlerinden ayrildiklar
kromatografi olarak adlandirilir ve ilk kesfedilen kromatografi ¢esididir. Coziicii ve
kat1 sabit fazin polarliklar1 bir kolon boyunca veya bir ylizey boyunca ¢6ziinen
maddenin hareketinin hizim1 tayin eder. Adsorpsiyon kromatografisinde ¢ogunlukla
sabit faz olarak silikajel kullanilir. Silika yilizeyindeki silanol gruplar ile kopolimer
molekiilleri iizerinde uygun gruplar arasindaki hidrojen baglari, adsorpsiyon i¢in ana

mekanizmadir (62,81).

411.1.2. Daglma Kromatografisi

Bir faz sistemi (birbirleri ile karigsmayan iki sivi karisimi) i¢ine konulan
madde bu sivilardaki ¢oziiniirliigline bagh olarak iki faz arasinda dagilir ve dengeye
ulagir. Boyle bir sistemde maddenin iki faz arasindaki dagilimi sabit olup bu da

dagilim (partisyon) katsayis1 (Kd) ile ifade edilir.

Kd=C1/C2
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C1=Maddenin 1. fazdaki derisimi
C2= Maddenin 2. fazdaki derisimi

Adsorpsiyon kromatografisinde, maddelerin etkilesimi kat1 sabit faz ile sivi
hareketli faz arasindadir. Dagilma kromatografisinde maddeler s1v1 olan sabit faz ile

s1vi olan hareketli faz arasinda dagilir (62,81).

4.11.1.3. Boyut Eleme Kromatografisi

Polimerlerin molekiil agirligi dagilimlarini belirlemenin en popiiler ve
kullanigh yontemi boyut eleme kromatografisi'dir. "Jel ge¢irme kromatografisi" veya
"jel filtrasyon™ ismi, terimleri de kullanilir. Bu teknikte sabit faz ile entalpik
etkilesimler yerine, molekiiler hidrodinamik hacim veya boyut temelinde ayrim
saglanir. Boyut eleme kromatografisi kolonundan 6nce yliksek molekiil agirlikl

maddeler daha sonra da diisiik molekiil agirliklt maddeler ayrilir (62,81).

4.11.1.4. 1iyon Degisim Kromatografisi

Coziicli ylizeyi iizerindeki yilikler tamponun iyonik giiciiniin diisiik olmasi
kosuluyla, bir kromatografi matrisine eklenen karsi yiiklerle ¢ekilir. Bu etkilesim,
iyon degisim kromatografisinde (IEC) temel olgudur. Maddelerin iyonik gruplar ile

iyon degistiricilerdeki iyonik gruplarin karsilikli yer degistirme esasina dayanir (81).

4.12. HPLC Dedektorleri

4.12.1. Ultraviyole-Goriiniir (UV-Vis) Bolge Spektrofotometresi

Ultraviyole goriiniir (UV-Vis) 1simim elektromanyetik spektrumun yalnizca
kiiciik bir boliimiinii (yaklagik 100-750 nm) kapsar. UV-Visible absorpsiyon
spektroskopisinde dalga boyu genellikle Yunanca lambda (L) ile gosterilir ve

genellikle nanometre (nm) cinsinden belirtilir. Spektrofotometre, elektromanyetik
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15181n dalga boyunun bir fonksiyonu olarak numunenin absorbans veya gegirgenligini

olgmek i¢in kullanilan bir cihazdir (73,69).

Spektrofotometre baslica bilesenleri; 151k kaynagi, monokromator, 6rnek kabi
ve detektordiir (Sekil 4.12.1.1.). Ultraviyole-Goriiniir bolge spektrofotometreleri, 110
nm ile 1000 nm arasinda degisen dalga boylarinda calisirlar. Spektrofotometrelerde
kullanilan elektromanyetik 151k kaynaklar1 doteryum ve tungsten lambalardir. 180-
400 nm araliginda 151k iiretmek icin doteryum lamba, 400-800 nm arasinda 1s1k
iretmek icin tungsten lamba kullanilir. Sivi numunelerin absorbanslarinin
Ol¢iilmesinde 200-320 nm dalga boyu araliginda kuartz, 320-700 nm araliginda cam
kiivetler kullanilir. Ornegin 15181 absorplayp absorplamadimi anlamak igin, 151k
kaynagindan gelen 15181n siddeti dedektor ile oOlgtliir. UV ve goriiniir bdlgede
fotovoltaik veya fotoiletken dedektorler, fototiipler ve fotogogaltict tiipler dedektor
olarak kullanilmaktadir. Spektrofotometrelerde bu ana bilesenlerden baska 15181
toplamak, yansitmak, bolmek amaciyla mercekler, aynalar, 151k boliiciileri de

kullanilir (72).

Ornek kabi

Dedektor
Monokromator

Isik Cikis
Aralig:

Isik Ayiricr

Isik Kaynagi Isik Giris
Aralig

Sekil 4.12.1.1. Geleneksel bir spektrofotometre cihazinin sematik gosterimi
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Kaynaktan gelen polikromatik 1s1k, segici olarak dar bir 151k bandi ileten bir
monokromatoriin giris yarigmma odaklanir. Bu 151k daha sonra numune alanindan
detektdre ulasir. Bir numunenin absorpsiyon derecesi, numune olmadan (kor)
detektore ulagan 15181n siddetinin 6l¢iilmesi ve numuneden gectikten sonra detektore
ulagan 151k yogunluguyla karsilastirilmasi ile tespit edilir. Giiniimiizde bir¢ok
spektrofotometre, bir doteryum lambasi ve bir tungsten lamba igerir ve fotogogaltici

tiipler ya da Photo Diod Array (PDA) dedektorler kullanir (83).

PDA spektrofotometrenin  sematik bir diyagramin1  Sekil 4.12.1.2.
gostermektedir. Bir kaynaktan gelen polikromatik 11k, ilk 6nce numuneye ulasir,
burada absorbans olusur ve iletilen 151k giris yarigina odaklanir. Isik kirinim 1zgarasi,
numune hiicresi ve giris yariginin arkasina yerlestirilir ve 15181, diyot dizisine ¢arpan
farkli dalga boylarina dagitir. Bu diyot dizisinde her bir diyot spektrumun dar bir
band: ile dlgiiliir. Bir diyot tarafindan tespit edilen 15181n bant genisligi, polikrometre
giris yariginin biiytikliigli ve diyodun boyutuyla ilgilidir. Gergeklesen her diyot bir

monokromatdre ait ¢ikis yarigiyla ayni islevi goriir (83).

Isik Kesici /_j ‘ )
Mercek
Tungsten
Lamba
Ornek
Mercek m Déteryum

Slit [Lamba

Isik Kirmim
Izgarasi

Photo Diode Array Dedektor
(PDA)

Sekil 4.12.1.2. PDA spektrometresi sematik gosterimi
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Photo diod array dedektorlerin geleneksel spektrofotometreye kiyasla en
biiyiikk farki monokromatoriin bir polikromator ile degistirilmis olmasidir (72,84).
Photo diod array spektrofotometrelerinin baslica avantajlari ¢cok kisa analiz zamani,
miikkemmel dalga boyu tekrarlanabilirligi ve saglamligidir. Geleneksel tarama UV-
Vis spektrofotometrelerinde, photo diod array spektrofotometresine kiyasla bir
spektrum taramak daha uzun siirebilir, ancak daha yiiksek ¢6ziiniirlikk ve daha diisiik

sinyal / giiriiltii oranina sahiptirler (72).

4.12.2. Floresan Spektrofotometresi

Liiminesans, optik metotlarla ilgili {i¢ tipten olusur: floresan spektroskopisi,
fosforesan ve kemiliiminesans (71). Bu {i¢ yontemin tiimiinde, analitler uyarilmig
haldedir ve bu nedenle emisyon spektrumu kullanilir. Floresan ve fosforesan
sirasinda, uyarim fotonlarin absorpsiyonu yoluyla gerceklesir. Bu nedenle bu iki
yontem siklikla fotoliiminesans olarak adlandirilir. Kemoliiminesansda, kimyasal

reaksiyon sonucunda uyarilmig bir tiir olusur.

Molekiiller, uygun dalga boylarindaki 15181 absorbe ederken, elektronlar daha
yiiksek enerji seviyelerine gegerler. Uyarilmis haldeki molekiiller kararsiz oldugu
icin bu enerjiyi ¢ok hizli bir sekilde geri verirler ve temel hale geri donerler. Bu
islem sirasinda bazi molekiiller absorbladiklar1 enerjiyi fotonlar halinde serbest
birakirlar. Elektronlar uyarilmis halden temel hale donerken meydana gelen
emisyona floresan denir. Uyarilmis halin ortalama émrii 107 ila 10 sn. arasindadur.
Isik absorbe edebilen ve bu 15181 floresan olarak tekrar yayan molekiiller fluorofor
olarak adlandirilir. Sekil 4.12.2.1.'de bir fotoliiminesan sistem i¢in kismi bir enerji
diyagrami gosterilmektedir. En alttaki kalin ¢izgiler, molekiiliin temel hal enerjisini
temsil eder. Bu normalde bir singlet halidir ve S olarak gosterilmistir. Ustte yer alan

kalin ¢izgiler, uyarilmis elektronik halin enerji seviyeleridir (83).
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Sekil 4.12.2.1. Fotoliiminesans sistem i¢in kismi enerji diyagrami.

Genellikle, floresan aromatik fonksiyonel gruplarda bulunur ve sabit yapilara
sahip molekiillerde o6zellikle tercih edilir. Alifatik karbonil yapilar1 veya yiiksek
diizeyde konjuge cift bag sistemlerinde aromatik bilesiklerden daha az goriilsede
floresan gosterebilir. Belirli bir bilesigin floresan o6zellik gosterip gdstermedigine
dair kesin cevaba, bir bilesigin yapisina bakarak ulagsmak zor olabilecegi igin, bilesik
bir floresan spektrofotometresi {izerinde analiz edilerek en kolay sekilde

arastirilabilir (72).

Floresan olgiim aletleri, UV-Vis spektrofotometreleriyle ayni  temel
bilesenleri; yani bir elektromanyetik 151k kaynagi, bir dalga boyu secici, bir 6rnek
hiicresi, bir bagka dalga boyu secici ve bir detektor igerir. Bununla birlikte bir UV-
Vis spektrofotometrenin aksine, bir tane uyarilma igin ve bir tane emisyon i¢in iki
dalga boylu secici ya da dagitma aygit1 gerekir. Dagilim, filtrelerle veya
monokromatorlerle saglanabilir. Filtre kullanan aletlere genellikle florometreler
denirken, = monokromatdrlii  aletlere  spektroflorometreler veya  floresan
spektrofotometreleri denir. Ciinkii hem uyarma hem de emisyon spektrumu saglarlar.
Bir floresan spektrofotometresinin temel bilesenleri Sekil 4.12.2.2.’de gosterilmistir
(72,83).
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Sekil 4.12.2.2. Bir floresan spektrofotometrenin sematik ¢izimi

4.13. Analitik Metot Validasyonu

Bir analitik yontemin validasyonu; gelistirilmis metotun tim yontem
performans parametrelerinin amaglanan kullanimi i¢in kabul edilebilir oldugunu

kanitlama stireci olarak tanimlanir (85) .

Analitik 6l¢iimlerin amaci1 gilivenilir, tutarli ve dogru verilerin elde
edilmesidir. Bu amaca ulagsmada onaylanmis valide analiz yontemleri 6nemli bir rol
oynar. Yontem dogrulamasindan elde edilen sonuglar, analitik sonuglarin kalitesini,
giivenilirligini ve tutarliligini 1yi analitik uygulamalarin ayrilmaz bir pargasi olarak

degerlendirmek i¢in kullanilabilir (86) .

Biyoanalitik metot validasyonunun asil amaci, kan, serum, plazma, idrar veya
tiktirtik gibi belirli bir biyolojik matriste analit konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in

belirli bir yontemin giivenilirligini gdstermektir (27).

Analitik metot validasyonunun asil hedefi, metodun planlanan amaca

uygunlugunun  gosterilmesidir.  Metot  validasyonu, kullanilan  yOntemin
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giivenilirliginin ve dogrulugunun kullanilan kalibre cihazlardan elde edilen verilerle
desteklenmesi (kanitlanmasi) anlamina gelir. Valide edilmis analitik metotlar;
kalibrasyonu rutin olarak yapilan cihazlar ve diger gereclerle gerceklestirildiginde
daima ayn1 sonucu vermelidir. Gelistirilen metot bu tiir degisimlerden etkilenmemeli,

dayanikli ve tekrarlanabilir olmalidir (24).

4.14. 1yi Laboratuvar Uygulamalar1 (GLP) Kavram

Klinik dis1 veya klinik arastirmalarin veri dokiimantasyonu, yeni ilag
uygulamalarinin veya biyolojik lisans bagvurularinin desteklenmesi i¢in ¢ok
onemlidir ve GLP, FDA yonergeleri ve Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii
(OECD) yonergeleri gibi farkli yonergelere dayanilarak agiklanmistir (87).

GLP'nin resmi ve diizenleyici kavrami, yeni ilag uygulamalar1 baglaminda
FDA'ya gonderilen klinik olmayan giivenlik verilerinin gegerliligi hakkindaki
endiseler nedeniyle 1970'lerde ABD'den gelmistir. Bu eksiklikler, ABD Kongresinde
Kennedy-Duyurulartyla kamuoyuna agiklanmistir ve FDA'nin Haziran 1979'da Nihai
Kurulun kurulmasiyla birlikte 1976'da GLP'ye iliskin Onerilen Diizenlemeler (21
CFR 58) yayimlanmistir (88).

1979 ve 1980 yillarinda Kimyasallarin Kontrolii Ozel Programi cergevesinde
kurulmus uluslararas1 uzman bir grup, ¢esitli ulusal ve uluslararas1 kaynaklardan
gelen ortak idari ve bilimsel uygulamalar1 ve tecriibeleri kullanarak " OECD lyi
Laboratuvar Uygulamalarinin  Ilkeleri" (GLP) 'yi gelistirdi. Kimyasallarm
Degerlendirilmesindeki Verilerin Karsilikli Kabul Edilmesine iliskin Konsey
Karar’na ek olarak GLP'nin bu ilkeleri, 1981'de OECD Konseyi tarafindan kabul
edildi [C(81)30(Final)] (89). 1995 ve 1996'da ilkeleri revize etmek ve giincellemek
icin yeniden uzman bir grup kuruldu. Giincel belge, o grubun ulastig: fikir birliginin

bir sonucudur (89).

GLP laboratuvarlar ve arastirma organizasyonlar: i¢in; klinik dis1 saghk ve
cevre gilivenligi calismalarinin planlandigi, gergeklestirildigi, izlendigi, kaydedildigi,
arsivlendigi ve bildirildigi organizasyonel siire¢ ve kosullarla ilgili bir kalite

sistemidir (89). Bu da, ornek toplamadan veri isleme ve klinik dis1 bir ¢alisma igin
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raporlamaya kadar tiim analitik prosediirler i¢in iy1 bir dokiimantasyon ve iyi bir is

giicii anlamina gelir (87).

GLP’nin amaci, kalite test verilerinin gelistirilmesini tesvik etmektir.
Karsilagtirilabilir test verilerinin kalitesi, iilkeler arasinda verilerin karsilikli olarak

kabul edilmesinin temelini olusturur (89).

4.15.  Analitik Metot Validasyonu le Tlgili Kilavuzlar

Analitik metot validasyonu gergeklestirebilmek i¢in uygulanmasi gereken
dokiimantasyon ve kayit yontemleri Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD)'nin Good Laboratory Practise (GLP) el kitabinda, validasyon
parametreleri International Conference On Harmonisation (ICH)’in Analitik
Prosediirlerin Validasyonu: Metin ve Metotoloji Q2 (R1), Food and Drug
Administration (FDA)’in Endiistri i¢in Biyoanalitik Y&éntem Validasyonu ve
European Medicines Agency (EMA)’'min Biyoanalitik Yontem Validasyonu
kilavuzlarinda belirtilmistir (27,26,89,90).

4.15.1. EMA Biyoanalitik Yontem Validasyonu Kilavuzlari

EMA tarafindan Kasim 2009 yilinda biyoanalitik yontem dogrulamasina
yonelik bir taslak kilavuz yaymmlandi (91). Mayis 2010 tarihine kadar goriis ve
oneriler toplandi. Yayimlanan kilavuz Haziran 2011 tarihinde farmakokinetik grubu

tarafindan kabul edilerek Subat 2012 tarihinde yiirtirlige girdi (27).

Bu kilavuz, hayvan toksikokinetik calismalarinda elde edilen biyolojik
matrislerdeki ila¢ konsantrasyonlarmnin o6l¢iilmesi i¢in uygulanan biyoanalitik
yontemlerin ve klinik arastirmalarin tiim evrelerinin validasyonu igin Oneriler

sunmaktadir (27).

EMA kilavuzunda biyolojik sivilarin analitik metot validasyonu igin

uygulanmasi gereken parametreler su sekildedir (27).

- Segicilik (Selectivity)
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- Carry-Over (Tasima)

- Miktar Tayini Alt Sinir1 (Lower Limit Of Quantification)
- Kalibrasyon Egrisi (Calibration Curve)

- Dogruluk (Accuracy)

- Hassaslik/Kesinlik (Precision)

- Seyreltme Biittinligii (Dilution Integrity)

- Matris Etkisi (Matrix Effect)

- Stabilite (Stability)

4.15.2. FDA Biyoanalitik Yontem Validasyonu fle 1lgili Yayimlanan

Kilavuzlar

FDA, insan klinik farmakolojisinde kullanilan biyoanalitik yontem dogrulama
bilgilerinin gelistirilmesinde, arastirilan yeni ila¢ uygulamalar1 (IND'ler), yeni ilag
uygulamalar1 (NDA'lar), kisaltilmis yeni ilag uygulamalar1 (VEA'lar), biyoyararlinim
(BA), biyolojik lisans bagvurular1 (BLA'lar) ve farmakokinetik (PK) veya
biyobelirte¢ konsantrasyonunun degerlendirilmesini gerektiren biyoesdegerlik (BE)

calismalarinda finansorlere destek olmaktadir (26).

Bu rehber ilk olarak Aralik 1990 yilinda yapilan Analitik Metot Validasyonu:
Biyoyararlanim, Biyoesdegerlik ve Farmakokinetik ¢alismalar ve Ocak 2000 yilinda
yapilan Biyoanalitik Yontemlerin Dogrulanmasi: Bir on yilin ardindan gdzden
gecirme, olmak iizere iki workshop caligmasinin ardindan yapilan goriismelere
dayanilarak gelistirildi ve Mayis 2001°de yayimlandi (26). Kilavuzun May1s 2001'de
yayimlanmasindan bu yana, gilincel versiyonlarin gozden gecirmelerine rehberlik
etmesine yardimci olan, Nicel Biyoanalitik Yontemlerin Dogrulanmas: ve
Uygulanmas1: Kromatografik ve Ligand Baglama Testleri i¢in En Iyi Uygulamalar
(1-3 Mayis 2006) ve Hasar Géren Numune Reanalizine iliskin (AAPS / FDA) (Subat
2008) workshop calismalar1 yapilmistir (92). Ilk olarak 2001 yilinda yayimlanan bu
rehber, biyoanalitik yoOntemlerin validasyonu ile ilgili bilim ve teknolojideki

ilerlemeleri yansitacak sekilde revize edilmistir. Kilavuz, sonuglarin kesinlesmeden
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once halka agik olarak incelenmesini ve yorumlanmasini saglamak i¢in taslak

halinde 2013 yilindan bu yana yeniden yayimlanmaktadir (92).

Bu rehber, biyoanalitik yontem gecerliligi i¢in genel tavsiyeler sunmaktadir.
Uygulanabilecek analizler kullanilan analitik yontemin spesifik tiirtine bagl olarak

degistirilebilir ancak temel parametreler sunlardir (26).

- Secicilik (Selectivity)

- Dogruluk (Accuracy)

- Hassaslik/Kesinlik (Precision)

- Hassasiyet (Sensitivity)

- Tekrarlanabilirlik (Reproducibility)

- Miktar Tayini Alt Sinir1 (Lower Limit Of Quantification)
- Stabilite (Stability)

4.15.3. ICH Kilavuzu Analitik Prosediirlerin Validasyon Parametreleri

ICH; Avrupa Komisyonu (EC), Japonya ve Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’de kayit basvurularinin bir parcasi olarak sunulan analitik prosediirlerin
dogrulanmas: sirasinda dikkate alinmasi gereken ozellikleri tartigmaktadir. ICH’te
yer alan terim ve tanimlarin amaci, EC, Japonya ve ABD'nin ¢esitli yonergeleri ve

diizenleyicileri arasinda siklikla var olan farkliliklar1 gidermektir (90).

ICH dokiimaninda sunulan uygulanmasi gereken dogrulama Kriterleri asagida

listelenmistir (90).

- Accuracy (Dogruluk)

- Precision (Kesinlik)

- Repeatability (Tekrarlanabilirlik)

- Intermediate Precision (Ara kesinlik)

- Specificity (Ozgiinliik)

- Tespit Limiti (Limit of Dedection)

- Tayin Limiti (Limit Of Quantification)
- Linearity (Dogrusallik)
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- Range (Ol¢iim Aralig1)

ICH, FDA ve EMA biyolojik sivilarin analitik metod validasyonu igin

klavuzlarda istenen parametreleri Tablo 4.15.3.1.’de karsilastirmali olarak verilmistir

(27,26,90).

Tablo 4.15.3.1. ICH, FDA, EMA kilavuzlar1 validasyon parametreleri

Validasyon Parametreleri Kilavuz
Ozgiinliik (Specifity)/Segcicilik(Selectivity) ICH, FDA, EMA
Tasima (Carry-Over) EMA
Dogruluk (Accuracy) ICH, FDA, EMA
Seyreltme biitiinliigii (Dilution integrity) EMA
Matris etkisi (Matrix effect) EMA
Kesinlik (Precision) ICH, FDA, EMA
Tekrarlanabilirlik(Repeatability) ICH
Ara Kesinlik (Intermediate Presicion) ICH
Yinelenebilirlik (Reproducibility) ICH
Tespit Limiti ( Limit of Dedection) ICH
Tayin Limiti ( Limit Of Quantification) ICH, FDA, EMA
Dogrusallik (Linearity) ICH, FDA, EMA
Olgiim Aralig1 (Range) ICH, EMA
Saglamlik (Robustness) ICH, FDA
Stabilite (Stability) FDA, EMA
Geri Kazanim(Recovery) FDA

4.16. Analitik Metot VValidasyon Parametreleri

Poliamin metot validasyonunda kullanilacak yontem FDA ve EMA

belgesinde yer alan; segicilik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, giin i¢i ve giinler arasi
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tekrarlanabilirlik, geri kazanim, miktar tayini alt smri(LLOQ) ve stabilite

parametrelerine iliskin yonergelere goére dogrulanmustir.
4.16.1. Segicilik (Selectivity)

Secicilik, numunedeki diger bilesenlerin varliginda bir analitik yontemin
analiti ayirt etme ve nicelestirme yetenegidir. Segicilik i¢in, uygun biyolojik
matristeki (plazma, idrar veya diger matris) bos Orneklerin analizi en az alti
kaynaktan alinmalidir. Her bir bos numunenin girisime kars1 test edilmesi ve miktar
sinirlamasinin alt sinirinda (LLOQ) segicilik saglanmasi gerekir. Biyolojik bir
matristeki potansiyel engelleyici maddeler arasinda endojen matriks bilesenleri,
metabolitler, bozunma {iriinleri ve gergek arastirmada eslik eden ilaglar ve diger
eksojen ksenobiyotikler bulunur. Bu yoOntem, birden fazla analitin miktarini
belirtmek icin tasarlanmigsa, her bir analit, girisime neden olmadigindan emin olmak
icin test edilmelidir. Secicilik parametresinin saglanmasi genellikle biitiin analitik
yontem validasyonlarinda onemlidir ve uygunlanmalidir. HPLC c¢alismalarinda
secicilik parametresi i¢in uygunluk, tayin edilmek istenen biitiin bilesenlerin ayri
alikonma zamanina sahip olmasi ve uygun kapasite faktorlerinin saglanmasi ile

gecerli olur (26).

4.16.2. Kalibrasyon / Standart Egri (Dogrusallik Arahg)

Bir kalibrasyon (standart) egrisi, alet tepkisi ve analitin bilinen
konsantrasyonlar1 arasindaki iligkidir. Numunedeki her analit i¢in bir kalibrasyon
egrisi olusturulmalidir. Konsantrasyon ve cevap arasindaki iligkiyi yeterince
tamimlamak i¢in yeterli sayida standart kullanilmalidir. Analizin bilinen
konsantrasyonlar1 ile matrisi toplayarak, amaclanan g¢aligmada numunelerle aym
biyolojik matriste bir kalibrasyon egrisi hazirlanmalidir. Bir kalibrasyon egrisinin
olusturulmasinda kullanilan standartlarin sayisi, beklenen analitik deger araliginin ve
analit/tepki iligkisinin dogasinin bir fonksiyonudur. Standartlarin konsantrasyonlari,
belirli bir ¢alisgmada beklenen konsantrasyon araligma gore secilmelidir. Bir
kalibrasyon egrisi, kor numuneyi (i¢ standart olmadan hazirlanmis matris numunesi),

sifir numuneyi (i¢ standart iceren matris numuneyi) ve LLOQ’da dahil olmak {izere
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beklenen araligi kapsayan alt1 ila sekiz sifir disindaki degerden olusmalidir (26).
Dogrusallik grafiginden elde edilen korelasyon katsayisi (rz) degeri en az 0.98

olmalidir (93).

4.16.3. Analitik Bir Yontemin Dogrulugu (Accuracy) / Kesinligi (Precision)

Analitik bir yontemin dogrulugu (Accuracy); yontem tarafindan analitin
gercek degerine (konsantrasyon) elde edilen ortalama test sonuglariin yakiligini
tanimlar. Dogruluk, analitin bilinen miktarlarin1 igeren numunelerin tekrarlanan
analizi ile tespit edilir. Dogruluk, konsantrasyon basina en az bes belirleme
kullanilarak 6l¢iilmelidir. Beklenen konsantrasyonlarda minimum ii¢ konsantrasyon
onerilir. Ortalama deger, Lower Limit of Quantification (LLOQ) haricinde gergek
degerin + %151 araliginda olmalidir. Olgiilebilen en diisiik deger dahil edildiginde %
20'den fazla farklilik gdstermemelidir. Ortalama degerin gercek degerden sapmasi

dogruluk 6l¢iitii olarak kullanilir (26).

Analitik bir yOntemin hassasiyeti/kesinligi; prosediir tek bir homojen
biyolojik matris hacminin birden fazla alikotuna tekrar tekrar uygulandiginda, bir
analitin bireysel ol¢limlerinin yakinligin1 tanimlar. Hassasiyet, konsantrasyon basina
minimum bes tayin kullanilarak Olgiilmelidir. Beklenen konsantrasyonlarda
minimum {i¢ konsantrasyon onerilir. Her bir konsantrasyon seviyesinde belirlenen
hassaslik, degisim katsayisinin (CV) %15’ini, LLOQ dahil edildiginde ise %20’sini
gecmemelidir (26).

4.16.4. Bir Analitin Bir Analizde Geri Kazanimi (Recovery)

Saf standardin gercek konsantrasyonu i¢in elde edilen dedektdr tepkisine
kiyasla biyolojik matriste eklenen ve biyolojik matristen ekstrakte edilen analitin bir
miktarindan elde edilen dedektor tepkisidir. Geri kazanim, degiskenlik sinirlar
dahilindeki bir analitik yontemin ekstraksiyon verimliligine iliskindir. Analitin geri
kazanimimin % 100 olmasi istenmekle beraber bir analitin ve dahili standardin geri

kazanim derecesi tutarli, kesin ve tekrarlanabilir olmalidir. Geri kazanim deneyleri,

46



iic konsantrasyonda (disiik, orta ve yiiksek) elde edilen numuneler igin analitik
sonucglart % 100 geri kazanimi temsil eden ayristirilmamis standartlarla

karsilastirarak gergeklestirilmelidir (26).

4.16.5. Miktar Tayini Alt Sinir1 (LLOQ)

Uygun dogruluk ve kesinlik sinirlar1 igerisinde kantitatif olarak tespit
edilebilen numunedeki en diisiik analit miktar1 LLOQ degeri olarak tanimlanir.
Kromatografik ol¢iimlerde pratik bir kural olarak sinyal/giiriiltii (S/N) oranindan
faydalanilir. Asagidaki kosullar saglanirsa, kalibrasyon egrisindeki miktar tayini alt

sinir1 olarak kabul edilmelidir:

LLOQ'daki analit yaniti, kor yanitina kiyasla yanitin en az 5 kat1 olmalidir.
Analit piki (tepki) % 20 hassasiyet ve % 80-120 dogrulukla tanimlanabilir, ayrik ve
tekrarlanabilir olmalidir (26).

Kalibrasyon Egrisi / Standart Egrisi/ Konsantrasyon-Tepki

Konsantrasyon-tepki iligkisini  yeterince agiklayan en basit model
kullanilmalidir. Bir kalibrasyon egrisinin gelistirilmesinde asagidaki kosullar yerine

getirilmelidir:

- Nominal konsantrasyondan LLOQ'un % 20 sapmas1

- Nominal konsantrasyondan LLOQ disikdaki standartlarin % 15 sapmasi

Sifir olmayan altt standarttan en az dorti LLOQ ve en yiiksek
konsantrasyonda kalibrasyon standardi da dahil olmak iizere yukaridaki olgiitleri

karsilamalidir. Sapan standartlar1 hari¢ tutmak kullanilan modeli degistirmemelidir
(26).

4.16.6. Stabilite

Biyolojik bir sivinin stabilitesi, saklama kosullarinin, etkenin ve matrisin

kimyasal ozelliklerinin bir fonksiyonudur. Stabilitenin degerlendirilmesi, numune
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hazirlama ve numune analizi sirasinda uygulanan her adimimn yani sira kullanilan
saklama kosullarinin analit konsantrasyonunu etkilememesini saglamak i¢in
gerceklestirilmelidir. Analitik yontemdeki her basamak i¢in stabilite saglanmalidir.
Yani; numune matrisi, antikoagiilan, ambalaj malzemeleri, saklama ve analitik
kosullar gibi kararlilik testlerine uygulanan kosullarin, gercek calisma ornekleri igin
kullanilanlara benzer olmas1 gerekir (26). Baslangi¢c degerinden degisimin %10’dan

daha kii¢iik oldugu noktaya kadar ¢ozelti stabildir (23,25).

4.16.6.1. Donma ve Cozme Stabilitesi

Analit stabilitesi, iic dondurma ve ¢6zme dongiisiinden sonra belirlenmelidir.
Diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarin her birinde en az ti¢ numune, 24 saat -20 “C’de
saklama sicakliginda bekletilmeli ve oda sicakliginda miidahale edilmeden
kendiliginden ¢oziilmelidir. Ornekler tamamen ¢oziildiigiinde, numuneler aym
kosullar altinda 12 ila 24 saat boyunca yeniden dondurulmalidir. Dondurma-¢6zme
dongiisii iki kez daha tekrar edilmelidir, Daha sonra tigiincii glinde analiz edilmelidir.
Bir analit istenen saklama sicakliginda dengesiz ise, stabilite numunesi, tic dondurma

ve ¢ozme iglemi sirasinda -70° C'de dondurulmalidir (26).

4.16.6.2. Kisa Siureli Sicaklik Stabilitesi

Disiik ve yiiksek konsantrasyonlarda ki her bir analitin ii¢ alikotu oda
sicakliginda ¢oziilmeli ve bu sicaklikta (bu numunelerin, yapilan calismada oda
sicakliginda bekletilecegi tahmini siireden yola ¢ikilarak) 4 ila 24 saat tutulmali ve

analiz edilmelidir (26).

4.16.6.3. Uzun Siireli Stabilite

Uzun siireli stabilite, calisma ornekleri ile ayn1 kosullar altinda saklanan en az
iicer diisiik ve yiiksek konsantrasyonda analit ile belirlenmelidir. Ornek hacmi, iic

ayr1 analiz i¢in yeterli olmalidir. Tiim stabilite 6rneklerinin konsantrasyonlari, uzun
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vadeli stabilite c¢alismasinin ilk giliniinden itibaren uygun konsantrasyonlardaki

standartlar i¢in geri-hesaplanan degerlerin ortalamasi ile karsilastirtlmalidir (26).

4.16.6.4. Stok Cozelti Stabilitesi

Ilag ve i¢ standart stok soliisyonlarinin stabilitesi oda sicakliginda en az 6 saat
stireyle degerlendirilmelidir. Stok soliisyonlar: ilgili periyoda kadar sogutulur veya
dondurulursa, bu siire kaydedilmelidir. Hedeflenen saklama siiresinin
tamamlanmasindan sonra, cihazin yanitin1 yeni hazirlanmis soliisyonlarla

karsilastirarak stabilite test edilmelidir (26).

4.16.6.5. Hazirlama Sonrasi Stabilitesi (Oto Ornekleyici Stabilitesi)

Oto ornekleyicideki bekleme siiresi de dahil olmak iizere, enjeksiyona hazir
numunelerin stabilitesi belirlenmelidir. Etken ve i¢ standart stabilitesi, validasyon
numunelerinde tahmin edilen g¢alisma siiresince aymi kosullar altinda orijinal

kalibrasyon standardindaki konsantrasyonlara gore degerlendirilmelidir (26).

4.16.7. Saglamhk

Saglamlik degerlendirmesi ¢aligma prosediiriine bagli olarak genellikle metot
gelistirme sathasinda dikkate alinir. Saglamlik, metot parametrelerindeki bilinen

degiskenlere gore analizin gilivenilirligini gosterir.

Analitik kosullardaki ol¢timler cesitli degiskenlere duyarliysa, analitik sartlar
uygun bir bi¢imde kontrol edilerek prosediirde onlemler belirtilmelidir. Saglamligin
degerlendirilmesinin tek amaci sistem uygunluk kriterlerinin incelenerek analitik
yontemin her ¢aligmada valide oldugunun gosterilmesidir. Uygulanabilecek tipik
degiskenlik yontemleri analitik ¢ozeltilerin stabilitesi ve ekstraksiyon siireleridir. Sivi
kromatografide ise tipik degiskenlik drnekleri hareketli fazin bilesimi, hareketli fazin

pH etkisi, kolon sicaklik degisimi, dalga boyu degisimi, 1s1 ve akis hizidir (26).
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5. MATERYAL ve METOT

5.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Demografik Ozellikleri

Bu ¢alismada Medipol Universitesi Mega Hastanesi Laboratuvari’na saglik
kontrolii i¢in gelen saglikli bireyler bilgilendirilerek goniillii onam formu ile bireyin
onay1 alindiktan sonra rutin tetkik olarak alinan kanlarindan elde edilen serumlar
kullanildi. Diglama kriterleri géz Oniine alinarak segilen bireylerden 40 saglikli
kontrol serumu alind1. Elde edilen saglikli bireylerin serumlar1 Medipol Universitesi
Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalart Merkezi (REMER) Proteomik

laboratuvarinda asagida belirtilen yontemlerle incelendi.

Calismada diglama kriterleri, 18 yasindan kiigiik, 40 yasindan biiylik olmak,
sigara ve alkol kullanmiyor olmak, bobrek fonksiyon bozukluklari, hipertansiyon,
kalp hastaligi, osteoartroz, kanser, polikistik over hastaligi, enflamatuar ve
enfeksiyoz hastaliklar1 olmayan ve boy kitle indeksi saglikli bir bireye uygun olan

bireyler olarak belirlendi.

5.2. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

40 adet saglikli kontrol grubundan 12 saatlik aglik sonrasinda vakumlu jelli
tipe 10 ml kan alindi ve oda sicakliginda 30 dk. pihtilasmaya birakildi. Pthtilagsma
isleminin ardindan tiipler oda sicakliginda 1200 g’de 15 dk. santrifiij edildi ve
serumlar1 ayrildi. Ayni giin calisilmayan diger testler icin serumlar eppendorf

tiiplerine alimarak -80° C’de calisma giiniine kadar saklandi.

5.3. Kan Orneklerinde incelenen Parametreler ve Yontemleri

Kan orneklerinde biyolojik amin diizeyleri (putresin, spermidin ve spermin)
HPLC metotu ile REMER laboratuvarinda ¢alisildi. Toplanan 40 adet serum
orneginden serum havuzu yapilarak EMA ve FDA validasyon kilavuzunlarinda

belirtilen; secicilik, kalibrasyon/standart egrisi, dogruluk, kesinlik, giin i¢i ve giinler
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arasi tekrarlanabilirlik, geri kazanim, miktar tayini alt siir1 (LLOQ) ve stabilite

parametrelerine gore valide edilmistir.

5.4. Kullanilan Cihazlar ve EKipmanlar

5.4.1. Enstrumental Kisim

Tablo 5.4.1.1. HPLC metotu i¢in kullanilan ekipmanlar

Cihaz Adx Eklf‘J'rr‘\'an Marka Model Cihaz Seri No.
Tiri
Auto Sampler Waters prlliance L13SM4013A
Waters Alliance P 2695
2695 HPLC g
FLR Dedektor |  Waters A'Z'L'f;r;ce E15475562G
Vortex Vortex BioSan V-1 Plus 010203-1406-
1595
Santrifiij Santrifiij Biocen 22R 140155-04
Sonikator Ultrasonik - Bandelin- 1oy 510 | 32700082897010
Banyo Sonorex
Hotplate Stirrer Manyetik Benchmark H4000- BPX000613320
Karistirici HSE
Hassas terazi Terazi Shimadzu ATX224 D310030094
Buzdolab1 Buzdolab1 Siemens - -
(-80 °C) sogutucu Buzdolab1 Arctiko - -
. . Mikro pipet Gilson
Mik ) - -
IKr0 pipet 20-200 pl Pipetman
: : Mikro pipet Gilson
Mik ) - -
IKr0 pipet 100-1000 pl Pipetman
. . Mikro pipet Gilson
Mikro pipet 0.2-2 pl Pipetman ) )
. . Mikro pipet Gilson
Mikro pipet 1-10 pul Pipetman ) )
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5.4.2. Kolonlar

Tablo 5.4.2.1. HPLC metotu i¢in kullanilan kolonlar

K(,),IO,I:] Marka | Katalog No Seri No Kolon Ozellikleri
Tiirii

Analitik Nova-Pak C18
Kolon Waters | WAT086344 | 11833519713809 3.9mm*1 50mm*4pm

5.4.3. Kimyasallar

Tablo 5.4.3.1. HPLC metotu i¢in kullanilan kimyasallar

Kimyasal Adi Marka Katalog No Lot No
Sodyum Asetat Trihidrat Merck 1.06267.1000 | AMO0778167603
Hidroklorik Asit Fuming %37 Merck 1.00317.2501 | K47066817541
Metanol Sigma-Aldrich 34885-25L-R | STBF3849V
Tetrahidrofuran Sigma-Aldrich 34865-2L STBG0208V
Asetonitril Merck 1.00029.2500 1832229621
Perklorik Asit Sigma-Aldrich | 30755-2.5L SZBF1140V
Potasyum Karbonat Merck 1.04928.1000 | A0928728546
Benzoik Asit Sigma-Aldrich 242381-500G | MKBV3544V
Potasyum Tetraborat Tetrahidrat | Sigma-Aldrich | P5754-500G SLBK9286V
Sodyum Tetraborat Dekahidrat Merck 1.06303.1000 | AM0932103606
O-Fitalaldehit Sigma-Aldrich | P0657-5G BCBR6527V
N-asetil-L-sistein Sigma-Aldrich |  A7250-5G WXBC0011V
Brij-35 Soliisyonu (Brij-L23) | Sigma-Aldrich BA4184- SLBN9603V
100ML
Putresin-2HCI Sigma-Aldrich | P7505-25G BCBR1640V
Spermidin-3HCI Sigma-Aldrich | 85578-1G BCBJ3890V
Spermin-4HCI Sigma-Aldrich | 85605-1G BCBP0592V
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5.5. Sistem Kurulumu

Sirasiyla; bilgisayar, Waters Alliance €2695 oto Ornekleyici, kolon firii ve
Waters Alliance 2475 FLR dedektor agildi. Yaklasik 10 dk. sistemin baglantilari
kurmasi ve sistem dogrulamalarinin yapilmasi beklenerek sistem agilis1 tamamlandi.
Tim hareketli faz, pompa seal yikama, igne yikama hatlart %100 taze alinmis
deiyonize suya konuldu. Tiim hatlardan hava kabarciklar1 ve bir 6nceki analizden
kalan tuz, solvent vb. kalintilarin uzaklastirilmasi, dedektoriin temizlenmesi, kolon
ve numune sicakliklarinin istenilen degere getirilmesi amaciyla oto &rnekleyici
izerinden sistem hazirlik (System prep) programi uygulandi. Bu islem uygulanirken
kolon hattina ara baglanti takildi. Sistem hazirlik programi asamasinda sistemin
sartlanmas1 amaciyla kolon sicakligi 25°C ve numune sicakligi 4°C’ye ayarlandi.
Sistem hazirlik programi bittikten sonra ara baglanti kolon hattindan sokiilerek kolon
takildi. Solven A hattina hareketli faz A, solvent B hattina hareketli faz B, solvent C
hattina kolon yikama ve sartlama amaciyla %100 taze deiyonize su, solvent D hattina
%100 metanol, pompa seal yitkama hattina %70 su-%30 metanol karigimi, ignenin
yikama hattina %70 metanol-%30 su karisimi konuldu. Hatlarin tamamen igerisinde
bulundugu solvent ile dolarak sistemin sartlanma siiresini hizlandirmak amaciyla tiim
hatlar1 2 dk. boyunca oto 6rnekleyici {izerinden wet prime islemi ile 10 dk./ml akis

olacak sekilde yikanda.

HPLC sisteminin yikama ve sartlama islemlerinin ardindan bilgisayardan
Empover acildi. Poliamin projesi olusturuldu ve sistem konfigiirasyonu FLR
dedektor ile calisacak sekilde ayarlandi. Ardindan Poliamin projesine baglanildi.
Poliamin projesi altinda galisilacak metot olusturuldu. Kolonun ve dedektoriin analiz
parametrelerine gore sartlanabilmesi ve tiim sistemin analiz i¢in kullanilacak
hareketli fazlar ile dolmasi amaciyla program {izerinden “Equilibrate” tusu
yardimiyla sartlanmasi saglandi. Kolon sicakligi 25°C ve numune sicakligi 4°C, FLR
dedektor emisyon dalga boyu 450 nm, uyarma dalga boyu 340 nm, olacak sekilde
kolonun ve dedektoriin hareketli faz gradient programu ile sartlanmasi saglandi. On-
line pilot olarak adlandirilan anlik takip penceresinden dedektor ve kolon baseline

takibi yapildi. Kolon basmcinin ideal basing degerinde sabitlenmesi ve dedektor
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baseline Y skalasinin Emisyon Birimi (EU) degerinin -0.004 ila 0,004 araliginda

olmasi saglandi.

Her bir validasyon parametresi i¢in numune setleri olusturma amaciyla
“Sample Set” kismina gecilerek numune analiz setleri olusturuldu. Her bir
enjeksiyon i¢in analiz siiresi 30 dk. akis hizt 1 ml/dk., enjeksiyon hacmi 10 pl
tiirevlendirme ¢ozeltisi + 10 pl analit ¢ozeltisi olacak sekilde olusturuldu ve sample
set altina kaydedildi. Her ¢calisma Oncesi analiz “Run” tusu ile Empower 3 programi

tizerinden baglatildi.

5.6.  Yontemin Kromatografik Sartlar

HPLC calismasinda, poliamin validasyonu i¢in uygulanan kromatografik

yontem sartlar1 Tablo 3.6.’da verilmistir.

Tablo 5.6.1. HPLC kromatografik yontem sartlari

Parametreler Yontem Sartlar

Cihaz Waters Alliance e2695 HPLC

Dedektor Waters 2475 FLR dedektor

Yazilim Empower 3

Analitik Kolon Waters Nova-Pak C18 3.9mm*150mm*4um
Kolon Sicakligi 25°C

Numune Sicakligi 4°C

Dalga Boyu Emisyon: 450 nm; Uyarma: 340 nm
Enjeksiyon Hacmi 10 pl tiirevlendirme + 10 ul blank, standart, numune
Akis Hizi 1.0 ml/dk.

Enjeksiyon Siiresi 30 dk.
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Tablo 5.6.2. HPLC sistemi gradient programi

Zaman (dk.) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%)
0 95 5
20 73 27
21 30 70
25 30 70
26 95 5
30 95 5
5.7. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Hareketli Faz A (0.1 M sodyum asetat; pH 7.2)

27.3 sodyum asetat trihidrat 1.8 It deiyonize su eklenerek vorteks yardimiyla yaklasik
10 dk. orta hizda karistirilarak ¢oziildii. Bu ¢ozeltinin tizerine 96 pl 6 N HCI, 180 ml
metanol ve 10 ml tetrahidrofuran eklenerek vorteks yardimiyla yaklagik 10 dk. orta

hizda karistirildi. Ultrasonik banyoda 2 dk. sonike edildi.
Hareketli Faz B

%100 HPLC-grade asetonitril kullanildi.

6 N HCI

50.9 ml deiyonize suya 49.1 ml konsantre HCI (37-38%) yavasga eklendi ve
karistirildi.

1.5 M HCIO, (Perklorik asit)

250 ml lik balon jojeye 150 ml deiyonize su ve iizerine 32.2 ml 70% HCIO4

eklendi. Yeterli miktarda karistirildi ve hacmine deiyonize su ile tamamlandi.
2 M K;CO4

250 ml lik balon jojeye 69.11 g K,COs tartildi. Uzerine 150 ml deiyonize su

eklenerek ¢oziildii ve hacmine deiyonize su ile tamamlandi.
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1.2 % (w/v) Benzoik asit

8.4 g benzoik asit tartildi ve 525 ml deiyonize su ile ¢oziildii. Uzerine
deiyonize su ile hazirlanmis 175 ml doymus K,B,O; (potasyum tetraborat

tetrahidrat) ¢6zeltisi eklendi.
40 nM Sodyum Borat Buffer (pH 9.5)

3.05 g NayB;0O7. 10 H,O (sodyum tetrborat dekahidrat) tartildi ve 200 ml

deiyonize su ile ¢oziildii.
o-Fitalaldehit-N-asetil sistein (OPA-NAC) Tiirevlendirme Cozeltisi

50 mg OPA ve 50 mg NAC kimyasallart 20 ml lik amber renkli balon jojeye
tartildr. Uzerine 1.25 ml metanol eklenerek ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 11.2 ml 40 mM
sodyum borat buffer (pH 9.5) ve 0.4 ml Brij-35 soliisyonu eklendi. Yavas ve nazik
bir sekilde karistirildi. Cozelti amber renkli balon jojede 4 C’de saklandi. Calismadan

hemen once taze hazirlandi. (24 saat stabildir.)
100 ng/ml Poliamin Standart Cozeltisi Hazirlanmasi

18.3 mg putrescine-2HCI, 17.5 mg spermidine-3HCI ve 17.2 mg spermine-
4HCI standartlar1 hassas olarak 10.0 ml’lik plastik balon jojeye tartildi. 5 ml
deiyonize su eklenerek 2 dk. boyunca vorteks yapildi. Ardindan 1 dk. soguk
ultrasonik banyoda tutuldu ve ¢ozelti sicakliginin laboratuvar kosullarina gelmesi
beklenerek hacmine deiyonize su ile tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 10.0 pl’si 1.5 pl’lik
eppendorf tiipe alindi ve iizerine 990 pul deiyonize su eklenerek 30 sn vorteks ile
karistirildi. Bu ¢dzeltinin 10.0 ul’si 1.5 ml’lik eppendorf tiipe aktarildi. Uzerine 940
ul deiyonize su ve 50 pl 1.2 % (w/v) benzoik asit ¢ozeltisi eklenerek 30 sn vorteks
ile karigtirildi. Cozelti kullanilana kadar 0-4 °C’de saklandi (21).

Numune Cozeltisi Hazirlanmasi

1. -80 °C’de saklanan 6 adet saglikli birey serumlari laboratuvar kosullarinda
¢Ozlindiiriildii ve her birinden 100 ul 1,5 ml’lik eppendorf tiipe alindk.

2. Uzerine 250 pl deiyonize su eklenerek 10 sn vorteks ile karistirildi.
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3. Bu ¢ozeltinin tizerine 100 ul soguk 1.5 M HCIO, eklenerek 30 sn vorteks
ile karistirildi.

Uzerine soguk 50 ul 2 M K,COj3 eklenerek 30 sn vorteks ile karistirildi.
Tiipilin agz1 acgilarak 20 sn boyunca gaz ¢ikist saglandi.

14000 g’de ve 4 °C’de 3 dk. santrifiij edildi.

Stipernatant sivinin 200 ul’si 1.5 m1’lik eppendorf tiipe aktarildi.

L N o g B

Uzerine 750 ul deiyonize su ve 50 pl 1.2 % (w/v) benzoik asit ¢ozeltisi
eklenerek 30 sn vorteks ile karigtirildi.

9. Bu ¢ozelti HPLC vialine aktarilarak enjeksiyon yapildi (21).

5.8. HPLC Yonteminin Gegerlilik Testleri

Bu calismada serum numunelerinde poliamin tayininde kullanilacak HPLC
yonteminin gegerlilik testi; EMA ve FDA validasyon kilavuzunlarinda belirtilen;
secicilik (Selectivity), kalibrasyon/standart egrisi (Lineerity Range), dogruluk
(Accuracy), kesinlik (Precision), giin i¢i tekrarlanabilirlik (intra-day reproducibility),
glinler arasi tekrarlanabilirlik (inter-day reproducibility), geri kazanim (Recovery),
miktar tayini alt simir1 (LLOQ) ve stabilite (stability) parametreleri esas alinarak

gergeklestirildi.

5.8.1. Secicilik (Selectivity) Calismasi

Yontemin segicilik calismalar1 esnasinda kullanilan ¢ozeltiler asagidaki gibi

hazirlanmdi.
Putresin Standart Cozeltisi Hazirlanmasi

18.3 mg putrescine-2HCI standardi hassas olarak 10.0 ml’lik plastik balon
jojeye tartildi. 5 ml deiyonize su eklenerek 2 dk. boyunca vorteks yapildi. Ardindan 1
dk. soguk ultrasonik banyoda tutuldu, ¢ozelti sicakliginin laboratuvar kosullarina
gelmesi beklendi ve hacmine deiyonize su ile tamamlandi. Bu ¢dzeltinin 10.0 pl’si
1.5 ul’lik eppendorf tiipe alind1 ve tizerine 990 pl deiyonize su eklenerek 30 sn

vorteks ile karistirildi. Bu ¢6zeltinin 10.0 ul’si 1.5 ml’lik eppendorf tiipe aktarildu.
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Uzerine 940 ul deiyonize su ve 50 ul 1.2 % (w/v) benzoik asit ¢dzeltisi eklenerek 30
sn vorteks ile karistirildi. Cozelti kullanilana kadar 0-4 °C’de saklandi.

Spermidin Standart Cozeltisi Hazirlanmasi

17.5 mg spermidine-3HCI standardi hassas olarak 10.0 ml’lik plastik balon
jojeye tartildi. 5 ml deiyonize su eklenerek 2 dk. boyunca vorteks yapildi. Ardindan 1
dk. soguk ultrasonik banyoda tutuldu, ¢ozelti sicakliginin laboratuvar kosullarina
gelmesi beklendi ve hacmine deiyonize su ile tamamlandi. Bu ¢ozeltinin 10.0 pl’si
1.5 ul’lik eppendorf tiipe alind1 ve lizerine 990 pl deiyonize su eklenerek 30 sn
vorteks ile karistirildi. Bu ¢ozeltinin 10.0 pl’si 1.5 ml’lik eppendorf tiipe aktarildi.
Uzerine 940 pl deiyonize su ve 50 pl 1.2 % (w/v) benzoik asit ¢dzeltisi eklenerek 30
sn vorteks ile karigtirildi. Cozelti kullanilana kadar 0-4 “C’de saklandi.

Spermin Standart Cozeltisi Hazirlanmasi

17.2 mg spermine-4HCI standardi hassas olarak 10.0 ml’lik plastik balon
jojeye tartildi. 5 ml deiyonize su eklenerek 2 dk. boyunca vorteks yapildi. Ardindan 1
dk. soguk ultrasonik banyoda tutuldu, ¢ozelti sicakliginin laboratuvar kosullarina
gelmesi beklendi ve hacmine deiyonize su ile tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 10.0 pl’si
1.5 ul’lik eppendorf tiipe alindi ve iizerine 990 pl deiyonize su eklenerek 30 sn
vorteks ile karistirildi. Bu ¢ozeltinin 10.0 ul’si 1.5 ml’lik eppendorf tiipe aktarild.
Uzerine 940 ul deiyonize su ve 50 ul 1.2 % (w/v) benzoik asit ¢dzeltisi eklenerek 30
sn vorteks ile karistirildi. Cozelti kullanilana kadar 0-4 °C’de saklandi.

Poliamin Standart Cozelti Karisimn Hazirlanmasi

18.3 mg putrescine-2HCI, 17.5 mg spermidine- 3HCI ve 17.2 mg spermine-
4HCI standartlar1 hassas olarak 10.0 ml’lik plastik balon jojeye tartildi. 5 ml
deiyonize su eklenerek 2 dk. boyunca vorteks yapildi. Ardindan 1 dk. soguk
ultrasonik banyoda tutuldu, ¢ozelti sicakliginin laboratuvar kosullarina gelmesi
beklendi ve hacmine deiyonize su ile tamamlandi. Bu ¢ozeltinin 10.0 ul’si 1.5 pl’lik
eppendorf tiipe alind1 ve tizerine 990 ul deiyonize su eklenerek 30 sn vorteks ile

karistirildi. Bu ¢dzeltinin 10.0 pl’si 1.5 ml’lik eppendorf tiipe aktarildi. Uzerine 940
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ul deiyonize su ve 50 ul 1.2 % (w/v) benzoik asit ¢ozeltisi eklenerek 30 sn vorteks
ile karistirildi. Cozelti kullanilana kadar 0-4 °C’de saklandi.

Numune Cozeltisi Hazirlanmasi

-80 °C’de saklanan 6 adet saglikli birey serumlar1 laboratuvar kosullarinda
¢oziindiiriildii ve her birinden 100 ul 1,5 mI’lik eppendorf tiipe alind1. Uzerine 250 pl
deiyonize su eklenerek 10 sn vorteks ile karigtirildi. Bu ¢6zeltinin {izerine 100 pl
soguk 1.5 M HCIO, eklenerek 30 sn vorteks ile karistirildi. Uzerine soguk 50 ul 2 M
K2CO;3 eklenerek 30 sn vorteks ile Kkarigtirlldi. Tiipiin agz1 agilarak gaz ¢ikisi
saglandi. 14000 g’de ve 4 °C’de 3 dk. santrifiij edildi. Siipernatant sivinin 200 pl’si
1.5 mI’lik eppendorf tiipe aktarildi. Uzerine 750 pl deiyonize su ve 50 pl 1.2 %

(W/v) benzoik asit ¢ozeltisi eklenerek 30 sn vorteks ile karistirildi.
Poliamin Spike Edilmis Numune Cozeltisi Hazirlanmasi

Stok Standart Cozeltisi Hazirlanmasi; 18.3 mg putrescine-2HCI, 17.5 mg
spermidine- 3HCI ve 17.2 mg spermine-4HCI standartlar1 hassas olarak 10.0 ml’lik
plastik balon jojeye tartildi. 5 ml deiyonize su eklenerek 2 dk. boyunca vorteks
edildi. Ardindan 1 dk. soguk ultrasonik banyoda tutuldu, ¢ozelti sicakliginin
laboratuvar kosullarina gelmesi beklendi ve hacmine deiyonize su ile tamamlanda.
Bu ¢6zeltinin 25.0 pl’si 1.5 pl’lik eppendorf tiipe alind1 ve iizerine 975 pl deiyonize

su eklenerek 30 sn vorteks ile karistirildi.

Spike Ornek Cézeltisi Hazirlanmasi; - 80 °C’de saklanan 6 adet saghkli birey
serumlar1 laboratuvar kosullarinda ¢o6ziindiirtildii ve her birinden 100 pl 1,5 ml’lik
eppendorf tiipe alindi. Uzerine 240 ul deiyonize su eklenerek 10 sn vorteks ile
karigtirildi. Bu ¢6zeltinin lizerine stok standart ¢ozeltisinden 10.0 pl ve 100 pl soguk
1.5 M HCIO, eklenerek 30 sn vorteks ile karigtirildi. Uzerine soguk 50 pl 2 M
K2COg3 eklenerek 30 sn vorteks ile karistirildi. Tiiplin agz1 agilarak gaz ¢ikist
saglandi. 14000 g’de ve 4 °C’de 3 dk. santrifiij edildi. Siipernatant sivinin 200 pl’si
1.5 mI’lik eppendorf tiipe aktarildi. Uzerine 750 pl deiyonize su ve 50 ul 1.2 %

(w/Vv) benzoik asit ¢ozeltisi eklenerek 30 sn vorteks ile karistirildi.
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HPLC yonteminde, kullanilan mobil fazdaki kimyasallarin, serum matrisinin,

diger safsizliklarin ve standart piklerinin girisim yapmadigini goéstermek igin;

- Kor(blank) ¢ozeltisi

- Putresin standart ¢ozeltisi

- Spermidin standart ¢ozeltisi
- Spermin standart ¢zeltisi

- Standart ¢6zelti karisimi

- 6 adet O0rnek ¢ozeltisi

- 6 adet poliamin spike edilmis 6rnek ¢ozeltisi

Bu ¢ozeltiler poliamin standartlarina gore kalibre edilmis HPLC cihazina ayr1
ayrt enjekte edildi. Cozeltilerin alikonma zamanlarina karst pik alanlar
kromatogramlari elde edildi. PDA dedektor yardimi ile enjeksiyonlarin 190 nm ile
800 nm araliginda spektrumlar1 alindi. Alinan spektrumlardan pik safliklar1 tespit

edildi.

5.8.2. Kalibrasyon / Standart Egri (Dogrusallik Arahgi) Calismasi

Yontemin dogrusalligt, 0.1-200.0 ng/ml derigim araliginda LLOQ dahil 8 adet
standardin her derisimdeki tekrarlanan analizleri ile belirlendi. Her iki ¢alismada da
calisma aralig1 secilirken; kabul edilebilir dogruluk, kesinlik ve dogrusalligin elde
edildigi derisim araliklar1 tercih edildi. Calisma siiresince kullanilacak kalibrasyon
standartlar1 i¢in Tablo 5.8.2.1.’de konsantrasyonlar1 verilen; putresin, spermidin ve
spermin LLOQ, 10.0 ng/ml, 50.0 ng/ml, 80.0 ng/ml, 100.0 ng/ml, 150.0 ng/ml, 200.0
ng/ml ve 250.0 ng/ml, degerlerindeki LLOQ da déhil olmak {izere 8 standart ¢ozelti
hazirlandi. Tim ¢ozeltiler etiketlenerek -20 °C’de karanlikta saklandi. Her ¢alisma
oncesi laboratuvar kosullarinda ¢oziindiiriilerek seyreltmeler yapildi. Dogrusallik
caligmasinda her biri 3’er enjeksiyon calisilip ortalamasi alindi ve lineerite grafigi
cizildi. Calismada belirtilen derisim araliklarinda ¢ozeltinin derisimine karsi elde
edilen pik alan oranlar1 grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri tiiretildi (n=3).
Kalibrasyon egrilerinin regresyon analizi yapilarak standart egrinin dogru

denklemleri ve korelasyon katsayilari elde edildi.
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Tablo 5.8.2.1. Kalibrasyon standartlarinin konsantrasyonlari

Cozelti Putresin Spermidin Spermin
Seviyesi Konsantrasyonu Konsantrasyonu Konsantrasyonu
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
LLOQ 0.2 0.5 1.0
%10.0 10.0 10.0 10.0
%50.0 50.0 50.0 50.0
%80.0 80.0 80.0 80.0
%100.0 100.0 100.0 100.0
%150.0 150.0 150.0 150.0
%200.0 200.0 200.0 200.0
%250.0 250.0 250.0 250.0

5.8.3. Dogruluk(Accuracy)/Kesinlik(Precision) Calismasi

Calisma boyunca kullanilacak kalite kontrol (QC) numuneleri, gerekli
miktarlarda hazirlanan stok ¢d6zeltilerinden alinip, insan serumu ile belirtilen
hacimlere tamamlanarak hazirlandi. Kalite kontrol numuneleri, dogrusallik
caligmasinin en alt degeri ile en {ist degeri araliginda olacak sekilde 3 farkli seviyede
hazirlandi. Bu ¢dzeltilerin giin i¢i (ayn1 yontem ve ayni laboratuvar sartlarinda 1
giinde her seviyeden 6’sar enjeksiyon) ve giinler arast (ayni yontem ve ayni
laboratuvar sartlarinda farkli 3 giinde her seviyeden 6’sar enjeksiyon) analizi
yapilarak, enjeksiyon ortalamalar1 hesaplandi. Analiz sonug¢larinin ortalamasi ve

standart sapmalar1 belirlendi.

Dogruluk sonuglari, Bagil Hatayla (% BH) = [(bulunan madde miktari-

eklenen madde miktar1)/eklenen madde miktari] x 100) ve kesinlik sonuglari, Bagil
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Standart Sapma (% BSS) = [ Standart Sapma(SS)/bulunan madde miktari ortalamasi]
x 100) ile verildi.

Hazirlanan 3 farkli konsantrasyondaki kalite kontrol numuneleri calisma
siresince -20 °C’de saklandi. Kalite kontrol numunesi serum poliamin

konsantrasyonlar1 50, 100 ve 150 ng/ml olarak hazirlandi.

5.8.4. Geri Kazamim (Recovery) Calismasi

Geri kazanim deneyleri Ui¢ farkli konsantrasyonda (diisiik, orta, yliksek)
analitik cevaplarin, ekstrakte edilmemis standartlar (% 100 geri kazanimi temsil
eden) ile karsilastirilarak standart ekleme yontemi ile yapildi. Geri kazanim igin ti¢
farkli konsantrasyonda her konsantrasyondan 3 paralel numune hazirlandi ve her
numune 3’er defa analiz edildi. Geri kazanim numunelerinin enjeksiyonundan elde
edilen alanlardan dogrusallik aralifi kromatogramindan elde edilen standart
alanlarma kars1 konsantrasyon egrisi denkleminden teorik konsantrasyonlar
(Hesaplanan Konsantrasyon) hesaplandi. Standart ekleme yontemi ile numuneler
iizerine eklenen standartlarin teorik konsantrasyonlar1 (Eklenen Konsantrasyon)

hesaplanda.

% Geri Kazanim = (Hesaplanan Konsantrasyon/Eklenen Konsantrasyon)x100
formilii kullanilarak hesaplandi. Geri kazanim ¢6zeltileri serum konsantrasyonlari.
Geri kazanim c¢ozeltileri serum poliamin konsantrasyonlart 50, 100 ve 150 ng/ml

olarak hazirlandi.
Stok Standart Cozeltisi Hazirlanmasi

18.3 mg putrescine-2HCI, 17.5 mg spermidine- 3HCI ve 17.2 mg spermine-
4HCI standartlar1 hassas olarak 10.0 ml’lik plastik balon jojeye tartildi. 5 ml
deiyonize su eklenerek 2 dk. boyunca vorteks yapildi. Ardindan 1 dk. soguk
ultrasonik banyoda tutuldu, ¢ozelti sicakliginin laboratuvar kosullarina gelmesi
beklendi ve hacmine deiyonize su ile tamamlandi. Bu ¢ozeltinin 25.0 ul’si 1.5 pl’lik
eppendorf tiipe alind1 ve tizerine 975 pul deiyonize su eklenerek 30 sn vorteks ile

karistirildi.
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%50’lik Geri Kazamim Cozeltisinin Hazirlanmasi

-80 °C’de saklanan 3 adet serum havuzu 6rnegi laboratuvar kosullarinda
¢oziindiiriildii ve her birinden 100 pl 1,5 ml’lik eppendorf tiipe alind1. Uzerine 245 ul
deiyonize su eklenerek 10 sn vorteks ile karistirildi. Bu ¢ozeltinin iizerine stok
standart ¢ozeltisinden 5.0 pl ve 100 pl soguk 1.5 M HCI1O, eklenerek 30 sn vorteks
ile karistirldi. Uzerine soguk 50 pl 2 M K,COs; eklenerek 30 sn vorteks ile
karistirildi. Tiipiin agz1 agilarak gaz ¢ikist saglandi. 14000 g’de ve 4 °C’de 3 dk.
santriflij edildi. Siipernatant sivinin 200 ul’si 1.5 ml’lik eppendorf tiipe aktarildi.
Uzerine 750 pl deiyonize su ve 50 pl 1.2 % (w/v) benzoik asit ¢dzeltisi eklenerek 30

sn vorteks ile karistirildi.
%100’lik Geri Kazanim Cozeltisinin Hazirlanmasi

- 80 °C’de saklanan 3 adet serum havuzu 6rnegi laboratuvar kosullarinda
¢oziindiiriildii ve her birinden 100 ul 1,5 ml’lik eppendorf tiipe alindi. Uzerine 240 pl
deiyonize su eklenerek 10 sn vorteks ile karistirildi. Bu ¢ozeltinin iizerine stok
standart ¢ozeltisinden 10.0 ul ve 100 ul soguk 1.5 M HCIO, eklenerek 30 sn vorteks
ile karistirldi. Uzerine soguk 50 pl 2 M K,COs; eklenerek 30 sn vorteks ile
karigtirlldi. Tiiplin agz1 agilarak gaz ¢ikigt saglandi. 14000 g’de ve 4 °C’de 3 dk.
santrifiij edildi. Sipernatant sivinin 200 pl’si 1.5 ml’lik eppendorf tiipe aktarildi.
Uzerine 750 pl deiyonize su ve 50 ul 1.2 % (w/v) benzoik asit ¢ozeltisi eklenerek 30

sn vorteks ile karistirildi.
%150’lik Geri Kazanim Cozeltisinin Hazirlanmasi

- 80 °C’de saklanan 3 adet serum havuzu 6rnegi laboratuvar kosullarinda
¢oziindiiriildii ve her birinden 100 ul 1,5 ml’lik eppendorf tiipe alindi. Uzerine 235 pl
deiyonize su eklenerek 10 sn vorteks ile karistirildi. Bu ¢ozeltinin iizerine stok
standart ¢ozeltisinden 15.0 pl ve 100 ul soguk 1.5 M HCIO, eklenerek 30 sn vorteks
ile karistirldi. Uzerine soguk 50 pl 2 M K,COs; eklenerek 30 sn vorteks ile
karistirildi. Tiipiin agz1 agilarak gaz ¢ikisi saglandi. 14000 g’de ve 4 °C’de 3 dk.
santrifiij edildi. Siipernatant sivinin 200 pl’si 1.5 ml’lik eppendorf tiipe aktarildi.
Uzerine 750 pl deiyonize su ve 50 pl 1.2 % (w/v) benzoik asit ¢dzeltisi eklenerek 30

sn vorteks ile karistirildi.
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5.8.5. Miktar Tayini Alt Sinir1 (LLOQ) Calismasi

Kromatografik oOlgltimlerde pratik bir kural olarak sinyal/giliriiltic (S/N)
oranindan faydalanildi. LLOQ'daki analit yaniti, kor yanitina kiyasla yanitin en az 5
kat1 olarak belirlendi. Analit piki (tepki) % 20 hassasiyet ve % 80-120 dogrulukla

tanimlanabilir, ayrik ve tekrarlanabilir oldugu gosterildi.

Putresin, spermidin ve spermin i¢in LLOQ degerleri dogrusallik
calismasindan elde edildi. Dogrusallik egrisinin gelistirilmesinde asagidaki kosullar

yerine getirildi;

- Nominal konsantrasyondan LLOQ'un % 20 sapmast

- Nominal konsantrasyondan LLOQ disikdaki standartlarin % 15 sapmasi

Sifir olmayan alti standarttan en az dordi LLOQ ve en yiksek
konsantrasyonda kalibrasyon standardi da dahil olmak tizere yukaridaki oOlgiitleri

karsiladi.

5.8.6. Stabilite

Stabilite calismas1 li¢ farkli seviyede poliamin spike edilmis serum

orneklerinden galigildi. Stabilite tespiti i¢cin asagidaki yontemler uygulandi.
Kisa Siireli Sicaklik Stabilitesi

Diisiik, orta ve yiliksek konsantrasyonlarda ki her bir analitin ti¢ alikotu oda
sicakliginda ¢oziildii. Buzdolab1 (+4 °C) saklama kosullarinda saklanarak 0, 2, 4, 8,

12 ve 24 saatlerde analiz edildi.
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6. BULGULAR

6.1. HPLC Yontemi Gelistirme

Kromatografi sistemlerinde yontem gelistirme asamasinda en onemli kriter
iyl bir ayrimin saglanmasidir. Bu ayrimin saglanmasinda; hareketli faz bilesimi,
kullanilan kolonun kimyasal yapisi, ¢api, uzunlugu ve dolgu maddesinin partikiil
biiyiikliigli, kolon sicakligi, enjeksiyon hacmi ve enjeksiyon konsantrasyonu gibi

faktorler etkilidir. Metot gelistirme bu kriterler dikkate alinarak gergeklestirildi.

Hareketli faz A bilesimi; Ters faz sivi kromatografisinde bilesiklerin
alikonma zamanlar1 6nemlidir. Polarite hareketli faz sistemlerinde ayrim giiciliniin bir
Ol¢iisiidiir ve hareketli faz bilesimi ayrim giiciinii etkiler. Calismada hareketli faz
olarak Dai ve ark.(2014) onerdigi metotta belirtilen hareketli faz A 0.1 M sodyum
asetat; pH 7.2 tamponu i¢in dncelikle pH degisikligi denendi. Hareketli faz A pH
oranlart 0,1 M HCI ile pH 7.0, 6.5 ve 2.3, 0,1 M NaOH ile pH 7.5 ve 8.2’ye
ayarlandi. Hareketli faz pH oranlarinda yapilan degisim ile etkin bir ayrim

saglanamadi.

Hareketli faz B bilesimi; Etkin bir ayrim saglamak amaciyla Dai ve ark.
(2014) yonteminde belirtilen hareketli faz B olarak kullanilan metanol, asenonitril
olarak degistirildi. Asetonitril ile cesitli gradient denemeler gergeklestirildi. Yapilan

tiim denemelerde metanole gore daha etkili ayrimlar saglandi.

Kolon sicakligi; Ayrimin arttirilmasinda kolon sicakligt 6nemli bir
parametredir. Bu nedenle kolonun calisabilecegi en uygun sicakligi belirlemek
amaciyla kolon sicakligr 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C sicakliklar1 en uygun goriilen
gradient program ile denendi. Deneme sonucu en iyi ayrimin 25 °C’de saglandigi

belirlendi.

Kromatografi kolonu; Kolonun dolgu maddesi, ¢api, boyu ve dolgu
maddesinin partikiil bliyiikliigli etkin bir ayrim i¢in énemlidir. Kolon denemesi ic¢in
oncelikle aym1 uzunluk, cap ve partikiil biiylikliiklerine sahip fakat farkli dolgu
maddeleri igeren kolonlar denendi. En iyi ayrim ve pik sekli C18 dolgu maddesine

sahip kolonda elde edildi.
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Dalga boyu denemesi; yapilan literatlir taramalar1 sonucunda Dai ve ark.
(2014)’nin  6nerdigi dalga boyunun gerceklestirilen tiirevlendirme yoOntemine en
uygun olan dalga boyu oldugu i¢in metot gelistirme asamasinda dalga boyu denemesi
gerceklestirilmedi. Secicilik calismasinda alman spektrumlarla c¢alisilan dalga

boyunun ideal dalga boyu oldugu tespit edildi.

Siringa filtre denemesi; ¢ozeltilerden gelebilecek ¢oziinmemis partikiillerin
kolona ve cihaz hatlarina zarar vermesini Onlemek amaciyla siringa filtreleri
kullanmak oOnemlidir. Kullanilacak filtrenin yapis1 etken madde igerigini
absorplamayacak ancak diger ¢oziinmemis partikiilleri tutabilecek gecirgenlige sahip
olmalidir. Bu nedenle 0.45 pum por capma sahip Regenerated Cellulose (RC),
Polytetrafluoroethylene (PTFE) ve Polyvinylidene Fluoride (PDVF) filtreler denendi.
En iyi geri kazanim 0.45 pm PTFE filtre ile elde edildi.

Enjeksiyon Hacmi; Enjeksiyon hacmi kolon yiikleme kapasitesini agsmamali
ve dedektorli satlire edecek konsantrasyonda olmamalidir. Bu amagla enjeksiyon
hacmi denemeleri standart ¢ozeltiden 5 pl, 10 pl, 50 ul ve 100 pl olarak
gerceklestirildi. En uygun enjeksiyon hacminin 10 pl’de saglandig tespit edildi.

Gradient program; Serum Orneklerinde poliamin standartlar1 alikonma
zamanlarinda gelen girisimleri ortadan kaldirmak amaciyla gradient program
denemeleri yapildi. Referans olarak alinan Dai ve ark. (2014) yontemindeki gradient
program ile poliamin pikleri alikonma zamanlarinda girisim oldugu gézlemlendi. Bu
girisimleri ortadan kaldirmak amaciyla gradient programimin polaritelerinde
degisiklikler yapildi. Hareketli faz A oraninin 0. dk.’da %95, %70, %60 ve %50 ile
baglayarak 25 dk. sonunda %30’a kadar diistiigli gradient program denemeleri
gergeklestirildi. En iyi ayrim 0. dk.’da %95 ile baslayarak 25 dk. sonunda %30’a
diistiigli gradient programda alindi. Bu gradient programda serum numunelerinden

gelen girisimlerin ilk 14 dk.’da kolonu terk ettigi gézlemlendi.
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6.2. HPLC Yontemi Gecgerlilik Testleri

6.2.1. Segicilik (Selectivity) Calismasi

Poliamin pikleri alikonma zamaninda baska pik goézlemlenmedi ve pik
safliklar1 uygun olarak tespit edildi. Metot gelistirme c¢aligmalar1 sonucunda
belirlenen kromatografik sartlarda alinan kromatogramlarda poliamin pikleri
alikonma zamanlarinda bir girisime rastlanmadi. Putresin alikonma zaman1 19.2 dk. ,
spermidin alikonma zamani1 18.0 dk. ve spermin alikonma zamam 17.1 dk. olarak
tespit edildi. Pik saflig1 kriteri olarak kromatogramlardan elde edilen pik saflig1 agis1
(purity angle), pik saflig1 esiginden (purity thresholud) biiyiikk olmalidir. Tim
enjeksiyonlarda bu sartlar saglandi. Elde edilen segicilik kromatogramlari asagida

verilmistir.
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SPERMIN 17.063
SPERMIDIN | 18.048
PUTRESIN | 19.152

(=]
=

[

Sekil 6.2.1.1. Kor(blank) ¢ozeltisi segicilik kromatogrami
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1| sPErMIN [ 17.083
2| sPERMIDIN | 18.042
3| PUTRESIN | 19.161| 11847026 | 1303547| 0258 0310
Sekil 6.2.1.2. Putresin yer gorme ¢dzeltisi secicilik kromatogrami
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Area | Height| Purityl | Purity!
Name RT | wvese) | (wv) | Angle |Threshold
1] sPERMIN | 17.063
2| sPERMIDIN | 18.080 | 2098198 | 871486 | 02@2 0493
3| PUTRESIN | 19,152

Sekil 6.2.1.3. Spermidin yer gorme ¢dzeltisi se¢icilik kromatogrami
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Sekil 6.2.1.4. Spermin yer gorme ¢ozeltisi segicilik kromatogrami
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2| sPERMIDIN | 18.048 | 8258213 eo47es| 0361 0.406
3| PUTRESIN | 19.152 | 12730868 | 1400796 0570 1103

Sekil 6.2.1.5. Standart ¢ozeltisi segicilik kromatogrami
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Area Height | Purityl Purity1
Name RT | (uv*sec)| (uv) | Angle |Threshold
1| sPERMIN [ 17.548| 216675 18574| 32312] 90000
2| sPERMIDIN| 17.917| 620156 | 64123| 28376 onomo
3|PUTRESIN |18620| 220462| 21778 7311| onomo
Sekil 6.2.1.6. Numune ¢ozeltisi segicilik kromatogrami
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PDA Result Table
Area | Height | Purityl | Purityl
Name RT | (wwsec)| V) | Angle | Threshold
1| sPErmIN | 17.051| 1876806 | 1s0709| 1477 a7m8
2| sPERMIDIN | 17.007 | 6340880 658837 0928 1.144
3| PUTRESIN | 18.936 | o7orsa| 1052385 | 0384 0718

Sekil 6.2.1.7. Poliamin spike edilmis numune se¢icilik kromatogrami
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6.2.2. Kalibrasyon/Standart Egri (Dogrusallik Aralhigi) Calismasi

Putresin i¢in 0.2-200.0 ng/ml, spermidin i¢in 0.5-200.0 ng/ml ve spermin igin
1.0-200.0 ng/ml derisim araliklarinda LLOQ dahil 8 adet standardin her biri igin
kromatogramlar alindi ve pik alanlar1 tespit edildi. HPLC yontemi ile elde edilen;
putresin ¢ozeltisi dogrusallik sonuclart ve kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz
degerleri Tablo 6.2.2.1.’de, spermidin ¢6zeltisi dogrusallik sonuglar1 ve kalibrasyon
egrisinin istatistiksel analiz degerleri Tablo 6.2.2.2°de ve spermin c¢ozeltisi
dogrusallik sonuclar1 ve kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri Tablo

6.2.2.3’te verilmistir.

Tablo 6.2.2.1. Putresin dogrusallik ¢alismasi sonuglari

Cozelti Konsantrasyon  Ortalama Hesaplanan

Seviyeleri (ng/ml) Alan Alan SS % BSS
LLOQ (% 0.2) 0.198 32619 -380375 1278 3.92
% 10.0 9.920 2044546 54155 35913 1.76
% 50.0 49.601 10684115 1827717 245305 2.30
% 80.0 79.362 16673659 3157900 237461 1.42
% 100.0 99.203 20172051 4044703 274460 1.36
% 150.0 148.804 31278323 6261644 626048 2.00
% 200.0 198.406 41548955 8478630 298111 0.72
% 250.0 248.007 52957116 10695571 696016 131
Dogrusallik Araligi (ng/ml) : 0.2-250.0
Egim : 211992.7343
Kesim : - 163096.5089
Korelasyon (r) : 0.9998
Korelasyon Katsayist (%) : 0.9996

Regrasyon Dogru Denklemi : y=211992.7343x - 163096.5089
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Tablo 6.2.2.2. Spermidin dogrusallik ¢alismasi sonuglari

ozelti Konsantrasyon Ortalama  Hesaplanan
ngiyeleri (ng/ml)y Alan AFI)an SS % BSS
LLOQ (% 0.5) 0.511 83837 -366385 2078 2.48
% 10.0 10.218 1132241 67474 34433 3.04
% 50.0 51.089 6309611 1894224 133364 2.11
% 80.0 81.742 10195013 3264275 175889 1.73
% 100.0 102.177 12431606 4177627 186648 1.50
% 150.0 153.266 20008557 6461075 243082 1.21
% 200.0 204.354 27245703 8744479 196053 0.72
% 250.0 255.443 35010180 11027927 507576 1.45
Dogrusallik Araligl (ng/ml) : 0.5-250.0
Egim : 136673.7451
Kesim : - 619833.0382
Korelasyon (r) : 0.9990
Korelasyon Katsayist (1°) : 0.9981
Regrasyon Dogru Denklemi : y = 136673.7451x - 619833.0382
Tablo 6.2.2.3. Spermin dogrusallik ¢alismasi sonuglari
ozelti Konsantrasyon Ortalama  Hesaplanan
ngiyeleri (ng/ml)y Alan Aﬁ)an S5 % BSS
LLOQ (% 1.0) 1.000 35043 -344529 960 2.74
% 10.0 10.003 334338 57865 4885 1.46
% 50.0 50.014 1647499 1846176 103908 6.31
% 80.0 80.023 2896858 3187443 121929 4.21
% 100.0 100.028 3817597 4081577 71627 1.88
% 150.0 150.042 6026817 6316977 134433 2.23
% 200.0 200.056 8489991 8552378 165356 1.95
% 250.0 250.070 11237522 10787778 62115 0.55
Dogrusallik Araligl (ng/ml) : 1.0 - 250.0
Egim : 44695.4958
Kesim : - 389224.3886
Korelasyon (r) : 0.9968
Korelasyon Katsayisi (1°) 0.9937

Regrasyon Dogru Denklemi :

y = 44695.4958x - 389224.3886
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Putresin, spermidin ve spermin ¢ozelti derisimlerine karsi elde edilen pik
alanlar1 grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri olusturuldu. Sekil 6.2.2.1.’de putresin
kalibrasyon egrisi, Sekil 6.2.2.2.’de spermidin kalibrasyon egrisi ve Sekil 6.2.2.3.te

spermin kalibrasyon egrisi verilmistir.

4 N
60000000 -
0000000 . Y = 211992.7343x - 163096.5089
S 40000000 - *=0.9996
W 30000000
c_% 20000000 -
< 10000000 -
0 ; . . ; : .
10000000 ° 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0 300.0
Konsantrasyon (ng/ml)
N /
Sekil 6.2.2.1. Putresin kalibrasyon egrisi
4 N

40000000 1y = 136673,7451x - 619833.0382

35000000 -
30000000 - R2=0.9981

25000000 -
20000000 -
15000000 -
10000000 -
5000000 -

0
-5000000

Alan (EU)

100.0 150.0 200.0 250.0 300.0

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 6.2.2.2. Spermidin kalibrasyon egrisi
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-2000000
9 Konsantrasyon (ng/ml) )

Sekil 6.2.2.3. Spermin kalibrasyon egrisi

En kiigiik kareler yontemi ile bulunan korelasyon katsayisi () >0.9950 ve
korelasyon (r) >0.9900 olmalidir. Putresin i¢in r degeri 0.9996 ve r degeri 0.9998,
spermidin i¢in r* degeri 0.9981 ve r degeri 0.9990, Spermin i¢in r? degeri 0.9937 ve r
degeri 0.9968 olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore yontem; putresin, spermidin ve

spermin i¢in dogrusaldir. Dogrusallik ¢ozeltileri kromatogramlari sirasi ile asagida

verilmistir.
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Peak Name RT Area Height
1| SPERMIN 16.984 | 332725| 35165
2 | SPERMIDIN|17.885| 1144674 | 140916
3|PUTRESIN |18.949|2050028 | 258159

Sekil. 6.2.2.4. %10’luk dogrusallik kromatogrami
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1| SPERMIN 16.985| 1534444 174918
2 | SPERMIDIN|17.882| 6170920 745573
3 |PUTRESIN |18.949]10436242 | 1289967
Sekil. 6.2.2.5. %50°1ik dogrusallik kromatogrami
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Peak Name RT Area Height
1| SPERMIN 17.003| 2956041 337800
2 | SPERMIDIN|17.910] 10234403 | 1237654
3|PUTRESIN |18.960]16731701]|2080259

Sekil. 6.2.2.6. %80°1ik dogrusallik kromatogrami
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Sekil. 6.2.2.8. %150’lik dogrusallik kromatogrami
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Peak Name RT Area Height
1| SPERMIN 16.996| 3898694 | 453179
2| SPERMIDIN | 17.893 ] 12216362 | 1485203
3|PUTRESIN |18.951]|19867674 2476616
Sekil. 6.2.2.7. %100°1liik dogrusallik kromatogrami
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Peak Name RT Area Height
1| SPERMIN 16.977| 5902242 680318
2| SPERMIDIN|17.882| 20079893 | 2406922
3| PUTRESIN |18.940|31440893 3912837
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Peak Name RT Area Height
1|SPERMIN [16.974 | 8361054 954340
2| SPERMIDIN | 17.881 27286284 | 3285145
3| PUTRESIN |[18.933 41839057 | 5136540

Sekil. 6.2.2.9. %200’liik dogrusallik kromatogrami
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Peak Name RT Area Height
1|SPERMIN |16.965|11298577 | 1305530
2 | SPERMIDIN|17.874 | 35414041 | 4268555
3| PUTRESIN |18.935 (53485649 | 6584096

Sekil. 6.2.2.10. %250’lik dogrusallik kromatogrami
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6.2.3. Dogruluk(Accuracy)/Kesinlik(Precision) Calismasi

Dogrusallik ¢alismasinda belirlenen konsantrasyon araligina denk gelecek
sekilde ii¢ farkli konsantrasyonda (50.0, 100.0 ve 150.0 ng/ml) kalite kontrol
cozeltileri hazirlandi. Bu c¢ozeltiler giin igi tekrarlanabilirlik analizleri i¢in ayni
yontemi kullanarak ayni laboratuvar sartlarinda 1 giinde 6’sar kez ve giinler arasi
tekrarlanabilirlik analizleri i¢in ayn1 yontem kullanilarak ayni laboratuvar sartlarinda
bir birini takip eden 3 farkli giinde 6’sar kez analiz edildi. Elde edilen sonuglardan
dogruluk ve kesinlik degerleri hesaplandi. Analiz sonuglarinin ortalamasi, standart
sapmasi (SS), bagil standart sapmasi (%BSS) ve bagil hatalar1 (%BH) belirlendi.
Dogruluk degeri % bagil hata (%BH) ve kesinlik % bagil standart sapma (%BSS) ile
verildi. Elde edilen sonuglara gore %50, %100 ve %150 seviyeleri igin
dogruluk(%BH) degerleri %15’ten ve kesinlik(%BSS) degerleri %15’ten kiigiik
bulundu. HPLC yontemi ile elde edilen sonuglar giin i¢i dogruluk ve kesinlik
degerleri i¢in Tablo 6.2.3.1.’de ve giinler arast dogruluk ve kesinlik degerleri Tablo
6.2.3.2.de verildi.

Tablo 6.2.3.1. Giin i¢i dogruluk ve kesinlik degerleri

B omanrayon  Konamtaponass 00 9688
(ng/ml) (ng/ml)

50.0 42.64 +0.372 13.57 0.87
Putresin 100.0 86.01 +1.447 12.83 1.68
150.0 138.69 £1.251 6.29 0.90
50.0 49.35 +0.155 3.40 0.31
Spermidin 100.0 93.37 £0.268 8.62 0.29
150.0 147.52 £0.473 3.75 0.32
50.0 49.86 +£0.060 1.45 0.12
Spermin 100.0 95.13 +0.708 5.99 0.74
150.0 148.56 £0.346 212 0.23

X: Ortalama deger, SS: Standart Sapma, %BSS: Yiizde Bagil Standart Sapma, %BH: Yiizde Bagil Hata
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Tablo 6.2.3.2. Giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri

Eklenen

Hesaplanan

Etken Konsantrasyon Konsantrasyon £SS O/gBH %I?_:S$
Madde (ng/ml) (ng/ml) (Dogruluk)  (Kesinlik)

50.0 52.72 £5.113 12.41 9.70
Putresin 100.0 95.97 +5.908 5.67 6.16
150.0 144.56 +£12.853 6.83 8.89
50.0 49.81 £3.044 6.09 6.11

Spermidin 100.0 87.24 £1.393 9.06 1.60
150.0 128.37 £3.359 8.45 2.62

50.0 52.57 +4.519 8.04 8.60

Spermin 100.0 92.08 +4.827 4.47 13.78
150.0 124.30 £6.722 12.60 5.41

X: Ortalama deger, SS: Standart Sapma, %BSS: Yiizde Bagil Standart Sapma, %BH: Yiizde Bagil Hata
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17.032

5193183 | 464050
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Sekil 6.2.3.1. Giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik standart kromatogrami
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Peak Name RT Area Height
1| SPERMIN 17.037 |1 1902834 | 204708
2 | SPERMIDIN|17.898 | 5931343 | 697845
3|PUTRESIN |18.936|8978478]1101365
Sekil 6.2.3.2. %50’lik giin i¢i tekrarlanabilirlik kromatogrami
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1| SPERMIN 17.032| 3628561| 391818
2| SPERMIDIN|17.890] 11275212 11324889
3|PUTRESIN |18.928 17885314 12156844

Sekil 6.2.3.3. %100’lik giin i¢i tekrarlanabilirlik kromatogrami
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1| SPERMIN 17.028| 5684345| 611799
2| SPERMIDIN|17.883 17751714 | 2046345
3|PUTRESIN |18.927 28991105 | 3539175
Sekil 6.2.3.4. %150’lik giin i¢i tekrarlanabilirlik kromatogrami
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Peak Name RT Area Height
1|SPERMIN [17.051| 1827498 230539
2| SPERMIDIN|17.847 | 5820241 | 693583
3| PUTRESIN [18.863 | 13490665 | 1590446

Sekil 6.2.3.5. %50’lik giinler arasi tekrarlanabilirlik 1. giin kromatogrami
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Peak Name RT Area Height
1 | SPERMIN 17.0563| 4070039 | 436431
2| SPERMIDIN | 17.843 110951275 | 1240024
3| PUTRESIN |18.863 24167235 |2827207
Sekil 6.2.3.6. %100’liik giinler aras1 tekrarlanabilirlik 1. giin kromatogrami
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Peak Name RT Area Height
1| SPERMIN 17.043| 5583559| 601694
2| SPERMIDIN|17.831| 16614918 | 1891629
3| PUTRESIN |18.860(372784214349173

Sekil 6.2.3.7. %150’lik glinler arasi tekrarlanabilirlik 1. glin kromatogrami
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1|SPERMIN [17.005]| 2212489| 233777
2| SPERMIDIN [ 17.787 | 5856982 647104
3|PUTRESIN [18.809|13024678| 1496824

Sekil 6.2.3.8. %50’lik giinler arasi tekrarlanabilirlik 2. giin kromatogrami
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Peak Name RT Area Height
1|SPERMIN [17.003| 3622209| 371524
2| SPERMIDIN [ 17.788 | 10647434 [ 1148129
3| PUTRESIN |18.805|23282953 2639485

Sekil 6.2.3.9. %100’liik giinler aras1 tekrarlanabilirlik 2. Giin kromatogrami
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Peak Name RT Area Height
1| SPERMIN 17.039| 5117284 509685
2| SPERMIDIN|17.817 | 15508778 | 1667355
3 |PUTRESIN [18.838 35890882 3870433
Sekil 6.2.3.10. %150’lik giinler arasi tekrarlanabilirlik 2. giin kromatogrami
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2| SPERMIDIN|17.730| 7092855| 734306
3| PUTRESIN |18.757 11615328 | 1214359

Sekil 6.2.3.11. %50’lik glinler arasi tekrarlanabilirlik 3. glin kromatogrami
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Sekil 6.2.3.12. %100’liik giinler aras1 tekrarlanabilirlik 3. glin kromatogrami
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1|SPERMIN | 16.969| 5858900 | 493359
2| SPERMIDIN| 17.693 | 16498612 | 1596553
3|PUTRESIN |18.721|31396772|3075410

Sekil 6.2.3.13. %150’lik giinler arasi tekrarlanabilirlik 3. giin kromatogrami

85



6.2.4. Geri Kazanim (Recovery) Calismasi

Geri kazanim caligsmasi i¢in boliim 5.8.4.°te anlatildig1 gibi standart eklenmis
serum numunelerinden her seviyeden 3’er adet numune hazirland1 ve 3’er tekrarh
olarak enjeksiyon yapildi. Ug¢ farkli konsantrasyonda (diisiik, orta, yiiksek)
hazirlanan geri kazanim numunelerinin kromatogramlari alindi. Elde edilen

alanlardan eklenen konsantrasyonlar hesaplandi.

Geri kazanim degeri putresin igin %89.55, spermidin i¢in %89.62 ve spermin
icin %88.36 olarak bulundu. Bu sonuglara gore geri kazanim yeterlidir. Putresin,
spermidin ve spermin i¢in metot validasyonu geri kazanim parametresi uygundur.
Geri kazanim ¢alisma sonuglar1 putresin i¢in Tablo 6.2.4.1.’de, spermidin i¢in Tablo

6.2.4.2.’de ve spermin i¢in Tablo 6.2.4.3.’te verilmistir.

Tablo 6.2.4.1. Putresin geri kazanim ¢alisma sonuglari

Konsantrasyon Eklenen Hesaplanan %Geri
Seviyesi Konsantrasyon(ng/ml) Konsantrasyon(ng/ml) Kazanim
49.33 47.00 95.28
%50 49.33 47.44 96.17
49.33 43.45 88.08
98.67 87.63 88.82
%100 98.67 82.82 83.93
98.67 85.86 87.02
148.00 133.24 90.03
%150 148.00 128.82 87.04
148.00 132.64 89.62
Ortalama % Geri Kazanim Degeri (ng/ml): 89.55
Geri Kazanim %95 Giiven Aralig1 Sinirlart
86.53-92.57
(ng/ml):
Standart Sapma (ng/ml): 3.93
Bagil Standart Sapma (% ): 4.39
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Tablo 6.2.4.2. Spermidin geri kazanim ¢alisma sonuglari

Konsantrasyon Eklenen Hesaplanan %Geri
Seviyesi Konsantrasyon(ng/ml)  Konsantrasyon(ng/ml) Kazanim
51.09 52.31 102.39
%50 51.09 52.22 102.21
51.09 48.90 95.71
102.18 88.13 86.25
%100 102.18 83.82 82.03
102.18 86.81 84.96
153.27 130.83 85.36
%150 153.27 126.93 82.82
153.27 129.98 84.81
Ortalama % Geri Kazanim Degeri (ng/ml): 89.62
Geri Kazanim %95 Giiven Aralig1 Sinirlart
83.32-95.92
(ng/ml):
Standart Sapma (ng/ml): 8.19
Bagil Standart Sapma (% ): 9.14

Tablo 6.2.4.3. Spermin geri kazanim ¢alisma sonuglari

Konsantrasyon Eklenen Hesaplanan %Geri
Seviyesi Konsantrasyon(ng/ml)  Konsantrasyon(ng/ml) Kazanim
51.46 53.65 104.26
%50 51.46 49.62 96.43
51.46 46.71 90.77
102.92 84.82 82.42
%100 102.92 81.06 78.76
102.92 84.79 82.38
154.38 129.61 83.95
%150 154.38 134.40 87.06
154.38 137.73 89.22
Ortalama % Geri Kazanim Degeri (ng/ml): 88.36
Geri Kazanim %95 Giiven Aralig1 Sinirlar
82.23-94.49
(ng/ml):
Standart Sapma (ng/ml): 7.98
Bagil Standart Sapma (% ): 9.03
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Uygulanan yontem sonucu elde edilen geri kazanim ¢6zelti kromatogramlari

asagida verilmistir.
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1| SPERMIN 17.026| 2196323 | 241813
2| SPERMIDIN | 17.899| 6729971 | 782616
3| PUTRESKIN| 18.938| 10059504 | 1246774

Sekil 6.2.4.1. %50’1ik geri kazanim ¢6zelti kromatogrami
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1| SPERMIN 17.054| 3454060 385853
2 | SPERMIDIN | 17.922| 11703606 | 1379811
3| PUTRESKIN| 18.962| 19101275 | 2350697

Sekil 6.2.4.2. %100’Lik geri kazanim ¢6zelti kromatogrami
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Sekil 6.2.4.3. %150°1ik geri kazanim ¢ozelti kromatogrami

6.2.5. Miktar Tayini Alt Sinir1 (LLOQ) Calismasi

Dogrusallik calisma araligindaki en kiigiik degerin altinda derisimlere sahip
bir seri ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozeltiler enjeksiyon yapilarak kromatogramlar alindi.
Kromatogramlardan Empower 3 programi ile European pharmacopeia (EP)
sinyal/giiriiltii (S/N) hesaplama yontemine gore hesaplanan S/N degerinin 10 oldugu
derisim LLOQ olarak belirlendi. Yontemin LLOQ degerleri putresin i¢in 0.2 ng/ml,
spermidin i¢in 0.5 ng/ml ve spermin i¢in 1.0 ng/ml olarak belirlendi. LLOQ

sonuglart Tablo 6.2.5.1.’de verilmistir.

Tablo 6.2.5.1. Miktar tayini alt sinir1 (LLOQ) sonuglari

Etken Madde LLO(an/Dmelr)ismi Ortalama Alan Orta!i;i SIN
Putresin 0.2 33024 9.7
Spermidin 0.5 83864 11.3
Spermin 1.0 33853 7.4
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Miktar tayini alt stnir1 (LLOQ) sonucu elde edilen kromatogramlar putresin
icin Sekil 6.2.5.1.’de, spermidin ic¢in Sekil 6.2.5.2.°de ve spermin ig¢in Sekil
6.2.5.3.’te verilmistir.

10.00

EU

| mA
] ‘ | ‘“ \
8.00-| 0 W \
) ‘ > () h| \
] ‘ s Vil \
6.00- 5 | ! \
1 Z ‘WJ “
N 1 H \‘ = | I
o 40 ‘l \ Y |w |
I ‘ | H .‘II\ 'I i \ \/ |
1 I . 5 _
= W\ | HHH Il i ||L |”'|" ‘-“1 AL \ o i I
AL WV W) Lo A WU ‘x
ooo— Y R —
20—
000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 30.00
Minutes
Peak Name RT Area |Height|EP s/n
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Sekil 6.2.5.1. Putresin LLOQ ¢6zelti kromatogrami
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Sekil 6.2.5.2. Spermidin LLOQ ¢6zelti kromatogrami
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Sekil 6.2.5.3. Spermin LLOQ ¢6zelti kromatogrami

6.2.6. Stabilite Calismasi

Kisa siireli sicaklik stabilite ¢alismasi icin boliim 5.8.4.’te anlatildig: gibi ti¢

farkli seviyede poliamin spike edilmis serum ornekleri hazirlandi. Bu ornekler 4

°C’de bekletilerek 0, 2, 4, 8, 12 ve 24’{incii saatlerde analiz edildi. Her bir seviye i¢in
alanlar belirlendi. Her bir calisma icin baslangic alanlar1 ile olan % degisimler tespit
edildi. 24. Saat sonunda % degisim putresin ig¢in % 9.1, spermidin igin % 9.9 ve
spermin i¢in % 9.8 olarak bulundu. Bu sonuglara gore putresin, spermidin ve spermin
cozeltileri 4 °C’de 24 saat stabildir. Stabilite sonuglar1 Tablo 6.2.6.1.”de verilmistir.

Tablo 6.2.6.1. Kisa siireli sicaklik stabilite ¢calismasi sonuglari

Konsantrasyon 2. saat 4. saat 8. saat 12. saat 24. saat
Seviyesi %Degisim  %Degisim  %Degisim  %Degisim  %Degisim
Putresin 5.1 5.7 7.3 8.9 9.1

Spermidin 4.8 4.2 5.6 5.1 9.9
Spermin 3.8 5.0 5.1 7.2 9.8

91



7. TARTISMA VE SONUC

Poliaminler (putresin, spermidin ve spermin), fizyolojik kosullar altinda
tamamen protonlanmis, Okaryotik ve prokaryotik hiicrelerin temel bilesenleri olan
basit alifatik primer aminlerdir. Hiicre biiylimesi ve farklilagsmasi ve reseptor
fonksiyonunu igeren bir¢ok hiicre fonksiyonunun gerceklestirilmesinde rol oynarlar
(2). Ayrica DNA replikasyonu, gen ekspresyonu, protein sentezi, lipidlerin
stabilizasyonu, beyin gelisimi, sinir biiylimesi ve rejenerasyonunu etkilemektedirler

(94,3).

Poliamin arastirmasi, memelileri, bitkileri, protozoon parazitleri ve daha genis
cesitlilikte poliaminlere sahip olan termofiller de dahil olmak {izere birgok
mikroorganizmayr kullanarak genetik, biyokimyasal ve fizyolojik calismalar

kapsayan ¢ok sayida yayin igeren ¢ok aktif bir alandir (95).

Poliaminlerin biyosentetik yolagi, paraziter hastaliklarin, neoplazinin ve
kanser gelisiminin kimyasal bilesiklerle onlenmesi tedavisinde yararli ilaglarin

sentezi i¢in gecerli bir hedef olarak ifade edilmistir (35).

Poliaminler (putresin, spermidin ve spermin), fizyolojik kosullar altinda
tamamen protonlanmis, Okaryotik ve prokaryotik hiicrelerin temel bilesenleri olan
basit alifatik primer aminlerdir. Hiicre biiylimesi ve farklilagmasi ve reseptor
fonksiyonunu iceren bir¢ok hiicre fonksiyonunun gerceklestirilmesinde rol oynarlar
(2). Ayrica DNA replikasyonu, gen ekspresyonu, protein sentezi, lipidlerin
stabilizasyonu, beyin gelisimi, sinir biiyiimesi ve rejenerasyonunu etkilemektedirler.
Poliaminlerin asir1 {iretimi veya asirt alimi hiicreler i¢in toksiktir ve oksidatif
mekanizma ile hiicre 6liimiinli kolaylastirir veya bas agrilarina, bulanti, hipo veya
hipertansiyona ve kalp ¢arpintisina neden olabilir (94,3). Bu bilesikler, olast timor
belirtegleri olarak da oOnerilmistir (4,5,6,96). Klinik tanida anlasilan Onemleri
nedeniyle poliaminlerin ucuz, kolay, tekrarlanabilir bir metod ile tespiti gerekli hale

gelmistir.

Biyolojik sivilarin validasyonu i¢in EMA ve FDA giincel olarak kilavuzlar

yayimlamaktadirlar ve biyolojik sivilarin analitik metot validasyonlarinda bu
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kilavuzlar kullanilmaktadir (23). Bu kilavuzlarda belirtilen parametreler dikkate
almarak gelistirilen yontemin analitik metot validasyonunda; segicilik, dogrusallik,
dogruluk ve kesinlik, geri kazanim, giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik, LLOQ

ve ¢Ozelti stabilitesi caligmalar gerceklestirildi.

Poliamin  molekiilleri ~ absorbsiyon  yapict  fonksiyonel  gruplari
bulundurmamasi nedeniyle UV ve floresan absorbsiyon gostermezler (11,12,13).
Poliaminlerin analizi i¢in gesitli yontemler uzun yillardir ¢alisilmistir. Seiler ve ark.
aminlerin tesipiti i¢in Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ydntemini (14), Isobe ve
ark. enzimatik assay yontemini (15) onermislerdir. Teknolojik gelismelere paralel
sivi kromatografi sistemleri kullanilarak UV, floresan ve MS dedektorler ile birgok
calisma gerceklestirilmistir. Sethi ve ark. HPLC UV dedektér kullanarak
poliaminlerin benzoil kloriir tirevlendirmesi ile tespiti igin yontem Onermislerdir
(16). Koski ve ark. Ayni yontemi dansil kloriir tiirelendirmesi ile uygulamiglardir
(17). Her iki ¢aligmada da aminlere UV absorbsiyon yapabilme kabiliyeti kazandiran
fonksiyonel gruplar eklenerek UV dedektor ile tespit edilmistir. Bu caligmalarda
tirevlendirme pre kolon tiirevlendirmesi olarak gerceklestirilmistir ve tiirevlendirme
islemi in-line olarak degil out-line olarak yapildig: i¢in 6rnek hazirlama siireci uzun,
hatalara agik ve olduk¢a zahmetlidir. Sethi ve ark. ¢alismasinda numune hazirlik
stirecinde 20 dk. bekletme, 15 dk. santrifiij islemi ile ¢okertme, 2 defa dietil eter
ekstraksiyon iglemi ile poliaminlerin organik faza alinmasi, azot gazi altinda ugurma
ve 229 nm dalga boyunda UV dedektdrde analiz islemi uygulanmaktadir.
Calismamizda numune hazirlik asamasinda numuneler 1.5 M HCIO4 ve 2M K,CO3
kullanilarak proteinler ¢otiiriilmiis ve 3 dK. santrifiij isleminin ardindan o-
Fitalaldehit—N-asetil-L-sistein  reaktiflerinden hazirlanan ¢o6zelti ile in-line
tirevlendirme yontemi kullanilarak floresan dedektorde analiz gergeklestirilmistir.
Sethi ve ark. ve Koski ve ark. ¢alistiklar1 yontemler uyguladigimiz yonteme gore ¢ok
uzun numune hazirlik siiresi, tiirevlendirmenin cihaz tarafindan enjeksiyon oncesi in-
line olarak degil numune hazirlik agamasinda out-line olarak yapiliyor olmasi ve
floresan detektore gore daha az segici olan UV dedektorler ile yapilmis olmasi
dezavantajlarini igerir. Bu nedenlerle ¢alistigimiz yonteme gore tekrarlanabilirlik ve

hassasiyeti daha azdir.
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Ducros ve ark. dansil kloriir ile tiirevlendirme yontemini LC-MS sistemi ile
uygulayarak kirmizi kan hiicrelerinde polimain tayini i¢in yontem onermislerdir (18).
Hunter ve ark. hem UV dedektor hem de floresan dedektoriin kullanildig
floreskamin tiirevlendirme yontemi ile poliamin tayini i¢in bir yontem onermislerdir
(19). Falco ve ark. poliaminlerin o-Fitalaldehit—N-asetil-L-sistein reaktifleri
kullanilarak HPLC sisteminde floresan tiirevlendirme yontemi ile tespiti i¢in yontem
onermistir (20). Bu yontemde floresan dedektor kullanilmasi bir avantaj saglamistir.
Ancak tiirevlendirme islemi in-line olarak degil out-line olarak yapildig: i¢in 6rnek
hazirlama siireci uzun, hatalara ag¢ik ve olduk¢a zahmetlidir. Yine Dai ve ark. o-
Fitalaldehit—N-asetil-L-sistein reaktifleri kullanilarak HPLC sisteminde floresan
tiirevlendirme yontemi ile poliaminlerin tespiti i¢in yontem Onermistir (21). Bu
yontem floresan dedektor kullanilma avantajini sunarken aynit zamanda pre kolon
tiirevlendirme yontemi ile tiirevlendirmelerin in-line olarak HPLC sistemi tarafindan
yapilmasi ile pre analitik hatalarin ve deney siiresinin kisaltilmasinin avantajlarini da
sunmaktadir. Lopez ve ark. LC-MS sisteminde iyon degisim kromatografisi ile bitki
orneklerinde poliamin tespiti i¢in yontem Onermistir (22) ve Liu ve ark. karaciger
kanseri hastalarinin plazma ve idrar drneklerinde poliamin diizeylerinin tespiti i¢in
yontem Onermislertir (23). LC-MS sistemleri UV ve Floresan sistemlerine gore en
secici, hassas ve tekrarlanabilir sonuglar sunan sistemlerdir. Bu Kriterler dikkate
alindiginda onerilen her iki yontemde de LC-MS sisteminde uygulanmasi ve
tirevlendirme yapilmadan poliaminlerin direkt tespiti gibi avantajlar sunmakla

birlikte kullandig1 teknolojinin yiiksek maliyetli olmasi dezavantajini icermektedir.

Teknolojik gelismelere paralel MS sistemlerinin gelismesi ile HPLC / Q-
TOF-MS sistemleri ile ¢aligmalar gerceklestirilmistir. Liu ve ark. HPLC / Q-TOF-
MS sistemini kullanarak benzoil kloriir tiirevlendirme islemi ile insan plazmasinda
poliaminlerin miktarlarin1 tespit edebilmek igin yontem Onermislertir (25). Bu
sistemler HPLC UV ve floresan ve LC-MS sistemlerine gore daha hassas ve
tekrarlanabilir sonuglar vermektedir. Ancak numune hazirliginda pre kolon out-line

tirevlendirme yontemi kullanimi ve sistem maliyetleri nedeniyle dezavantajlidir.

HPLC yontemleri, yiiksek hassasiyet ve tekrarlanabilirlik ve otomasyon

kolaylig1 nedeniyle yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bizim hedefimiz ise, ters faz
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kromatografisi(C18) HPLC teknigi kullanarak poliaminlerin ayristirilmast ve
nicelendirilmesi i¢in; basit, hizli, hassas, dogru ve kesin bir yoOntemin
gelistirilmesidir. Tiim bu ¢aligmalar dikkate alindiginda gelistirilecek ve validasyonu
yapilacak metotun Klinik uygulamalarda kullanilabilir olmasi igin; ucuz, hizli,
tekrarlanabilir ve pratik bir yontem olmasi amaglanmaktadir. Bu amagla HPLC
sisteminde floresan dedektorii ile o-Fitalaldehit—N-asetil-L-sistein reaktifleri

kullanilarak pre kolon in-line tiirevlendirme yontemi tercih edilmistir.
Metot Gelistirme

Hareketli faz A bilesimi; Ters faz sivi kromatografisinde bilesiklerin
alikonma zamanlar1 6nemlidir. Polarite hareketli faz sistemlerinde ayrim giiciiniin bir
Ol¢iisiidiir ve hareketli faz bilesimi ayrim giiciinii etkiler. Calismada hareketli faz
olarak Dai ve ark.(2014) 6nerdigi metotta belirtilen hareketli faz A 0.1 M sodyum
asetat; pH 7.2 tamponu i¢in 6ncelikle pH degisikligi denendi. Hareketli faz A pH
oranlart 0,1 M HCI ile pH 7.0, 6.5 ve 2.3, 0,1 M NaOH ile pH 7.5 ve 8.2’ye
ayarlandi. Hareketli faz pH oranlarinda yapilan degisim ile etkin bir ayrim

saglanamadi.

Hareketli faz B bilesimi; Etkin bir ayrim saglamak amaciyla Dai ve ark.
(2014) yonteminde belirtilen hareketli faz B olarak kullanilan metanol, asenonitril
olarak degistirildi. Asetonitril ile cesitli gradient denemeler gerceklestirildi. Yapilan

tiim denemelerde metanole gore daha etkili ayrimlar saglandi.

Kolon sicakligi; Ayrimin arttirnlmasinda kolon sicakligi  onemli bir
parametredir. Bu nedenle kolonun c¢alisabilecegi en uygun sicakligi belirlemek
amaciyla kolon sicakligr 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C sicakliklar1 en uygun goriilen
gradient program ile denendi. Deneme sonucu en iyi ayrimin 25 °C’de saglandigi

belirlendi.

Kromatografi kolonu; Kolonun dolgu maddesi, capi, boyu ve dolgu
maddesinin partikiil bliyiikliigli etkin bir ayrim i¢in énemlidir. Kolon denemesi ic¢in
oncelikle ayni uzunluk, cap ve partikiil biiytlikliiklerine sahip fakat farkli dolgu

maddeleri igeren kolonlar denendi. Bu amagla C8 ve C18 dolgu maddeleri igeren
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kolonlar denendi. En iyi ayrim ve pik sekli C18 dolgu maddesine sahip kolonda elde
edildi.

Dalga boyu denemesi; yapilan literatlir taramalar1 sonucunda Dai ve ark.
(2014)’nin  6nerdigi dalga boyunun gergeklestirilen tiirevlendirme yoOntemine en
uygun olan dalga boyu oldugu i¢in metot gelistirme asamasinda dalga boyu denemesi
gergeklestirilmedi. Segicilik c¢alismasinda alman spektrumlarla ¢alisilan dalga

boyunun ideal dalga boyu oldugu tespit edildi.

Siringa filtre denemesi; ¢ozeltilerden gelebilecek ¢oziinmemis partikiillerin
kolona ve cihaz hatlarina zarar vermesini Onlemek amaciyla siringa filtreleri
kullanmak oOnemlidir. Kullanilacak filtrenin yapis1 etken madde igerigini
absorplamayacak ancak diger ¢oziinmemis partikiilleri tutabilecek gegirgenlige sahip
olmalidir. Bu nedenle 0.45 pum por c¢apina sahip Regenerated Cellulose (RC),
Polytetrafluoroethylene (PTFE) ve Polyvinylidene Fluoride (PDVF) filtreler denendi.
En iyi geri kazanim 0.45 pm PTFE filtre ile elde edildi.

Enjeksiyon Hacmi; Enjeksiyon hacmi kolon yiikleme kapasitesini agmamali
ve dedektorli satiire edecek konsantrasyonda olmamalidir. Bu amacla enjeksiyon
hacmi denemeleri standart ¢ozeltiden 5 pl, 10 pl, 50 pl ve 100 pl olarak
gerceklestirildi. En uygun enjeksiyon hacminin 10 pl’de saglandigi tespit edildi.

Gradient program; Serum Orneklerinde poliamin standartlar1 alikonma
zamanlarinda gelen girisimleri ortadan kaldirmak amaciyla gradient program
denemeleri yapildi. Referans olarak alinan Dai ve ark. (2014) yontemindeki gradient
program ile poliamin pikleri alikonma zamanlarinda girisim oldugu gézlemlendi. Bu
girisimleri ortadan kaldirmak amaciyla gradient programinin polaritelerinde
degisiklikler yapildi. Hareketli faz A oranimin 0. dk.’da %95, %70, %60 ve %50 ile
baglayarak 25 dk. sonunda %30’a kadar diistiigli gradient program denemeleri
gergeklestirildi. En iyi ayrim 0. dk.’da %95 ile baslayarak 25 dk. sonunda %30’a
diistiigli gradient programda alindi. Bu gradient programda serum numunelerinden

gelen girisimlerin ilk 14 dk.’da Kolonu terk ettigi gézlemlendi.
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Numune Hazirlik ve Poliaminlerin Tiirevlendirilmesi

Poliaminler suda iyi ¢oziinen yiiksek polariteye sahip bilesiklerdir. Bu
nedenle serum oOrneklerinde oncelikle proteinler ¢oktiiriildii. Bu islem igin serum
ornegi 1.5 M HCIO4 eklendi. Proteinlerin ¢oktiirtilmesi isleminde pH 6nemli rol
oynamaktadir. Bu nedenle tampon etkisi ve pH ayarlamasi amaciyla ¢oktiirmenin
tamamlanmasi i¢in numune c¢ozeltisine 2 M K,COs; eklenerek santrifiij islemi
gergeklestirildi. Siipernatant sivi HPLC vialinde son hacmine tamamlanarak

enjeksiyonu yapildi.

Numune hazirlik asamasinda en Onemli kriter geri kazanim oranlarinin
uygunlugudur. Bu nedenle poliamin geri kazanimlarini tespit etmek amaciyla
numune hazirlama basamaklari igin ¢alismalar yapildi. ilk olarak santrifiij siireleri
denendi. Santrifiij siireleri 3, 5, 10 ve 15 dk. olmak iizere 14000 g’de denemeler
yapildi. En iyi geri kazanim 3 dk. ve 14000 g’de elde edildi. Burada elde edilen geri
kazanim spermin i¢in %60, spermidin i¢in %80 ve putresin i¢in %70 bulundu.
Santrifiij siiresinin geri kazanimi etkiledigi goriildii ve en ideal siire olarak 3 dk.

belirlendi.

Santrifiij hizin1 geri kazanim miktarlarini etkileyen diger bir paramatre oldugu
icin bu agamada denemeler yapildi. Sirasi ile 5000, 14000 ve 15000 g’de yapilan
denemeler sonucu en 1yi geri kazanim oranlarinin 14000 g’de oldugu belirlendi. Bu
sayede numune hazirlama basamagi 15 dk. santrifiij siiresi ve 15000 g donme
hizindan 3 dk. ve 14000 g donme hizina disiiriilerek siire kisaltilmig oldu. Ayrica

geri kazanim oranlar1 %90 iizerine ¢ekilmis oldu.

Tiirevlendirme islemi i¢in konsantrasyon denemeleri gerceklestirildi. En ideal
sonug 1:1 opa-nac tiirevlendirme Karigimi ile elde edildi. Tiirevlendirme islemini oto
ornekleyicide ornek ve tiirevlendirme c¢ozeltisi HPLC sisteminin tiirevlendirme
hattinda karistirillarak gerceklestirilmektedir. Bu islemde Dai ve ark. énerdigi 10 pl
numune ve 10 pl tiirevlendirme ¢ozeltisi en ideal enjeksiyon hacmi ve karigimi

olarak tespit edildi.
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Metot Validasyonu

Segicilik ¢alisgmasinda standart ¢ozeltisinin 30 dk.’lik gradient program ile
enjektesiyonu sonucunda elde edilen alikonma zamanlar1 yaklasik olarak putresin
icin 19.2 dk. , spermidin i¢in 18.0 dk. ve spermin i¢in 17.1 dk. olarak bulundu.
Empower 3 programindan elde edilen purity angle ve purity threshol degerleri
sirastyla putresin i¢in 0.570 ve 1.103, spermidin i¢in 0.361 ve 0.406, spermin i¢in
1.144 ve 1.241 olarak bulundu. Bu verilere gore gelistirilen yontemde pik safliklar
uygundur ve pikler saf olarak elde edilmistir. Dai ve ark. uyguladiklar1 yontemde
uyguladiklar1 30 dk.’lik gradient program sonucunda alikonma zamanlarini yaklasik
olarak putresin i¢in 12.2 dk. , spermidin i¢in 11.1 ve spermin i¢in 14.1 olarak

bulmustur (21).

Putresin, spermidin ve spermin i¢in LLOQ dahil dogrusallik limitleri sirasiyla
0.1-250 ng/ml, 0.5-250 ng/ml,1-250 ng/ml bulundu. Korelasyon degerleri sirasiyla
0.9998, 0.9990 ve 0.9968 olarak bulundu. Liu ve ark. dogrusallik limitlerini her bir
poliamin i¢in 0.4-200.0 ng/ml ve Korelasyon degerlerini sirasiyla 0.9941, 0.9939 ve
0.9937 olarak bulmustur (25). Yaptigimiz ¢aligma sonucu bulunan degerler FDA ve
EMA validasyon kilavuzlarinda belirtilen kriterleri saglamaktadir (26).

Putresin, spermidin ve spermin i¢in miktar tayini alt sinir1 degerleri sirasiyla
0.2 ng/ml, 0.5 ng/ml ve 1.0 ng/ml olarak bulundu. Liu ve ark. miktar tayini alt siniri
degerlerini 0.02-0.1ng/ml araliginda bulmustur (25).

Geri kazanim degerleri putresin igin %89.6, spermidin igin %89.6 ve spermin
icin %88.4 olarak bulundu. Liu ve ark. geri kazanim degerlerini putresin i¢in %80.6,
spermidin i¢in %79.5 ve spermin igin %84.0 olarak bulmustur (25). FDA kilavuzuna
gore analitin geri kazaniminin % 100 olmasi istenmekle beraber bir analitin ve dahili
standardin geri kazanim derecesi tutarli, kesin ve tekrarlanabilir olmalidir (26).
Yapilan caligmada %100’e yakin bir yliksek geri kazanim elde edilerek; tutarl, kesin
ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglar yontemin geri kazanim

derecesinin uygun oldugunu gostermektedir.

Putresin, spermidin ve spermin i¢in sirastyla giin i¢i dogruluk degerleri %6.3-

13.6, %3.4-8.6, %1.5-6.0 bulundu. Liu ve ark. sirastyla giin i¢i dogruluk degerlerini
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%7.8-9.3, %5.0-14.0, %3.9-7.9 olarak bulmustur (25). FDA kriterlerine gore
dogruluk degerleri %15’in altinda olmalidir (26). Yapilan bu ¢alismada tiim degerler

%15’in altinda bulunarak yontemin dogruluk kriterleri saglanmistir.

Putresin, spermidin ve spermin i¢in sirasiyla giin i¢i kesinlik degerleri %0.9-
1.7,%0.2-0.3, %0.1-0.7 bulundu. FDA kriterlerine gore kesinlik degerleri %15’in
altinda olmalidir (26). Yapilan bu ¢aligmada tiim degerler %15’in altinda bulunarak

kesinlik kriterleri saglanmistir.

Putresin, spermidin ve spermin igin sirasiyla giinler arasi dogruluk degerleri
%5.7-12.4, %6.1-9.1, %4.5-12.6 bulundu. Liu ve ark. sirasiyla giinler aras1 dogruluk
degerlerini %4.3-9.8, %7.3-11.1, %2.9-3.5 olarak bulmustur (25). FDA kriterlerine
gore dogruluk degerleri %15’in altinda olmalidir (26). Yapilan bu calismada tiim

degerler %15’in altinda bulunarak yontemin dogruluk kriterleri saglanmstir.

Putresin, spermidin ve spermin igin sirasiyla giin i¢i kesinlik degerleri
sirastyla %6.2-9.7, %1.6-6.1, %5.4-13.8 bulundu. FDA kriterlerine gore kesinlik
degerleri %15’in altinda olmalidir (26). Yapilan bu ¢alismada tiim degerler %15’in

altinda bulunarak kesinlik kriterleri saglanmistir.

Sonug¢ olarak; serum orneklerinin klinik laboratuvarlarda rutin analizi igin
hassas, tekrarlanabilir ve giivenilir bir yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. Bu
caligma genisletilerek biyolojik sivilarn tiimii i¢in uygulanabilir hale getirilebilir ve

rutin analizler i¢in uygulanabilir.
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