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OZET

TEZ BASLIGI: Plazma / Serumda Toplam Homosistein
Miktarmin ESI-LC-MS/MS Yo6ntemiyle Olciilmesi

YAZAR ADI:  Murat CELIK

Bu tez calismasinda, sivi kromatografisi/elektrosprey iyonizasyonlu
ardigik kiitle spektrometresi (ESI-LC-MS/MS) yontemi kullanilarak tHcys’nin
kantitatif Slclimii icin tiirevlendirme esaslhi bir yontem gelistirilmistir. Bu
yontemde Ornekler propil kloroformat ile reaksiyona sokularak Hcys-propil
esteri elde edilmis olup, internal standart olarak kullanilan homosistein-d4
varliginda analiz edilmistir. Ornekler, aynt zamanda, tiirevlendirme islemi
yapilmadan da ESI-LC-MS/MS yontemi ile analiz edilmistir. Her iki yontemle
elde edilen sonuglar dogrusallik, tekrarlanabilirlik, 6rnek kararliligi ve teshis

ve miktarlandirma limitleri acisindan karsilastirilmistir.

Lineerite calismasinda tiirevsiz yontem icin lineerite araligi 0-35 umol/L,
tirevli yontem icinse 0-50 pmol/L olarak bulunmustur Tekrarlanabilirlik
caligmasinda ise relatif standart sapma degerleri (%RSD) %4,48-7,62 arasinda
degisirken, tiirevli yontem i¢in %]1,77-2,06 arasinda degismektedir. Teshis
limitleri tiirevsiz ve tiirevli yontem i¢in swrasiyla 0,24 umol/L ve 0,07 pmol/L
olarak hesaplanmistir. Miktarlandirma limitleri de tiirevsiz ve tiirevli yontem
icin swrasiyla 0,80 pmol/L ve 0,23 umol/L olarak hesaplanmistir. Stabilite
calismasinda tiirevli orneklerin tiirevsiz Orneklere gore daha kararli oldugu

gozlemlenmistir.

Sonug olarak tiirevli yontemde ornek hazirlama asamalar1 ve siiresinde
bir miktar artiy olmasmna ragmen yontemin dogrusalligi, tekrarlanabilirligi,
teshis ve miktarlandirma limitleri ve ornek stabilitesi gibi konularda belirgin

avantajlar saglanmistir.



SUMMARY

TITLE OF THESIS: Determination of Total Homocysteine
Level in Plasma / Serum by ESI-LC-MS/MS Method

AUTHOR: Murat CELIK

In this study, a derivatization based liquid chromatography/electrospray
ionization tandem mass spectrometry (ESI-LC-MS/MS) method for the
quantitative determination of total homocysteine in plasma/serum has been
developed. The propyl ester of homosistein formed upon the treatment of the
samples with propyl chloroformate. The derivatized samples were analyzed
under the presence of the deuterated internal standards homocysteine-d4. The
underivatizated samples were also analyzed by ESI-LC-MS/MS method. Both
underivatized and derivatized methods were compared in terms of linearity,

repeatibility, stability of samples and limit of detection and quantitation.

The linearity ranges were 0-35 pmol/L and 0-50 pmol/L for
underivatized and derivatized homocsyteine, respectively. The relative standart
deviations ranged from 4,48 to 7,62% for underivatized homocysteine and
from 1,77 to 2,06% for derivatized methods. The limits of detection were 0,24
pumol/LL and 0,07 umol/LL for underivatized and derivatized methods,
respectively. The limits of quantitation were 0,80 umol/L for underivatized
method and 0,23 umol/L for derivatized method. Derivatized samples were

found to be more stable than underivatized ones.

Overall, in spite of some extra steps and extra time for sample
preparation, the derivatizated method gave better results compared to the
underivatized one in terms of linearity, repeatibility, stability of samples and

limit of detection and quantitation.
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BOLUM 1: GIRiS VE AMAC

Homosistein (Hcys) siilfiir iceren bir aminoasit olup vitamin B, nin
onemli bir rol oynadigi normal metiyonin metabolizmasinin bir iirtintidiir.
Genetik faktorler, folik asit ve vitamin B, bozukluklar1 plazma/serumdaki
Hcys konsantrasyonunun artmasina neden olmaktadir. Hcys
konsantrasyonundaki bu artis  kardiyovaskiiler  hastaliklar, venoz
tromboembolizm, kavrama yetenegindeki zayifliklar (Alzheimer hastaligi vb.),
noral tiip bozukluklar gibi hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir. Bu nedenle Hcys konsantrasyonunun dogru olarak oOlciilmesi

klinik laboratuarlar i¢in biiyiik dneme sahiptir.

Normal toplam plazma Hcys konsantrasyonlar1 aglhik durumunda 5-15
pumol/L arasindadir. Bazi yaymlarda 12-15 pmol/L arasindaki degerler sinir
degerleri olarak kabul edilmektedir. Hcys diizeyi yas, cinsiyet, sosyo-
ekonomik durum, etnik 6zellikler gibi pek ¢ok faktorden etkilenmektedir.

Klinik calismalarda genel olarak Hcys toplam plazma homosisteini
(tHcys) olarak olciiliir. Bu 6lctim; disiilfit bag iceren Hcys, Heys tiyolakton,
serbest Hcys ve proteine bagli Hcys formlarinin toplamini icermektedir.

Toplam miktarin %70- 80’1 proteine bagl formdur.

Literatiir incelendiginde plazma/serum orneklerinde toplam homosistein
miktar1 genel olarak yiiksek performansh likit kromatografisi (HPLC), enzim
immunoassay (EI), gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi sistemi (GC-MS),
stvi kromatografisi-kiitle spektrometresi sistemleri (LC-MS) ile ol¢iilmiistiir.
Elektrosprey iyonizasyon (ESI) MS/MS sistemi kullamilarak kararli izotop
dilisyon yontemi ile ilk toplam homosistein Sl¢iimii Magera ve ark.(1995)
tarafindan gerceklestirilmis ve daha sonra birka¢ grup tarafindan benzer
caligmalar yapilmistir. Tandem kiitle spektrometresinin bu &l¢iimlerde
kullanilmaya baslamas1 sonucunda analizlerde sinyal/giiriiltii (S/N) oranlarinda

artis ile analizin duyarlili§i artmistir. Ayrica pargalanan ana iyonun istenen



parcasi izlenebildiginden girisim yapan etkenler elimine edilerek analizin

seciciligi de artirilmistir.

Bu tez calismasinda, sivi kromatografisi/elektrosprey iyonizasyonlu
ardigik kiitle spektrometresi (ESI-LC-MS/MS) yontemi kullanilarak tHcys’nin
kantitatif Slctimii icin tlirevlendirme esasli bir yontem gelistirilmistir. Bu
yontemde Ornekler propil kloroformat ile reaksiyona sokularak Hcys-propil
esteri elde edilmis olup, internal standart olarak kullanilan homosistein-d4
varliginda analiz edilmistir. Ornekler, aynt zamanda, tiirevlendirme islemi
yapilmadan da ESI-LC-MS/MS yontemi ile analiz edilmistir. Her iki yontemle
elde edilen sonuclar dogrusallik, tekrarlanabilirlik, 6rnek kararliligi ve teshis
ve miktarlandirma limitleri ag¢isindan karsilastirilmistir.  Karsilagtirmali
caligmalar sonucunda her iki yontemin dogrusallik, tekrarlanabilirlik, teshis ve
miktarlandirma limiti, laboratuar i¢i tekrarlanabilirlik ve 6rnek stabilitesi gibi

ozellikleri incelenerek avantajlar1 ve dezavantajlar belirtilmistir.



BOLUM 2: GENEL BILGIiLER
2.1. HOMOSISTEIN

2.1.1. Homosisteinin Yapisi

Hcys ilk kez 1932 yilinda Butz ve du Vigneaud tarafindan tanimlanmistir
[1]. Hcys proteinlerin yapisina katilmayan, kiikiirtlii bir aminoasittir. Normal
olarak diyetle alinmaz, viicuttaki tek kaynagi gerekli bir aminoasit olan

metiyonindir. [2].

HS
OH

NH,
Sekil 2.1. Homosisteinin yapisi

Hcys, metiyonin metabolizmasi esnasinda bir ara iiriin olarak olugsmakta,
serin ve glutatyonun olusumuna katilarak veya tekrar metiyonine doniiserek
metabolize olmaktadir. Metabolizmasi bazi vitaminlerle yakindan iliskilidir ve
Hcys metabolizmasindaki degisiklikler, ateroskleroz, vendz tromboz, malinite
ve noral tiip defekti gibi pek cok patolojide etkili bir faktdr olarak
goriilmektedir [3-7].

Kardiyovaskiiler hastaliklara bagh o©liime ve sakathiga sebep olan
nedenler i¢cinde onemli bir yer tutmaktadir. Vaskiiler risk faktorleri arasinda
kolesterol yiiksekligi, diyabet, sigara kullanimi ve hipertansiyon sayilmakla
birlikte, son yillarda “yeni kolesterol” olarak tanimlanan kanda homosistein

yiiksekliginin 6nemi yogun arastirmalara neden olmaktadir.

Hcys kaynakl: vaskiiler hasarlarda pek ¢cok mekanizma One siiriilmesine
ragmen hasar mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamistir. Uzerinde en ¢ok

durulan mekanizma endotel fonksiyon bozuklugudur.



Insan plazmasinda Heys indirgenmis (hiicre ici) ve yiikseltgenmis (hiicre
dis1) olmak iizere iki halde bulunur [2]. Indirgenmis ve yiikseltgenmis hallerin
toplam1 toplam homosistein (tHcys) olarak adlandirilir [8]. Homosisteinin
yiikseltgenmis hali insan plazmasindaki toplam homosisteinin genellikle %98—
99’unu olusturur [2]. Toplam Hcys’in %]1’ini ise indirgenmis hali olusturur.
Indirgenmis Hcys redoks reaksiyonlarma katilabilen yiiksek derecede reaktif
serbest —tiyo grubu i¢cermektedir [9].

0 o}
<
HS
OH
NH, N,

Serbest Homosistein Homosistein tiyolakton

C C
S—S
HC CH
NH- NH.

Homosisteine-Se1be st Dimer

c
c
s—s cr
FC
Nk
Nk

Homosistein-Sistein

HS 0
s—s
OH
NH,

Protein-Homosistein

Sekil 2.2. Homosisteinin Viicutta Bulundugu Haller

Hcys’nin viicutta bircok sistemde yaptigi hasardan indirgenmis hali

sorumludur. Bu yiizden indirgenmis haldeki Hcys molekiilleri arasinda disiilfit



baglar1 olusturulur ve yiikseltgenmis hali olan homosistin ve sisteine ¢evrilir.
Bir diger yiikseltgenmis hali ise Hcys’in proteinlere baglanmasi ile olusur.
tHcys, viicutta genellikle plazma/serumda, bazen beyin omurilik sivisinda ve

nadir olarak da idrarda 6l¢iiliir [1].

2.1.2. Homosisteinin Olusumu

Hcys, gerekli bir aminoasit olan ve metil grubu iceren metiyoninin
demetilasyonu ile olusur. Metiyoninin igerdigi metil grubu, metiyonin adenozil
transferaz (MAT) enzimi araciligi ile ATP kullanarak S—Adenozil metiyonin’e

(SAM) doniistiiriilerek aktiflestirilir.

N

Nk,

Metiycnin

H,N =

OH

NH,

S-adenozil metiyonin (SAM)

Sekil 2.3. Metiyonin ve SAM yapilar1

SAM organizma i¢in temel biyolojik metil vericidir. Merkezi sinir
sisteminde ise tek metil vericidir. SAM’nin igerdigi metil grubu oldukga

reaktiftir ve bircok metil transferaz reaksiyonunda gorev alir [1]. SAM’nin yer



aldigt  100’iin  iizerinde reaksiyon tanmmlanmisti. Bu metilasyon
reaksiyonlarindan bazilar1 arasinda RNA, DNA, proteinler, fosfolipidler,
myelin, polisakkaritler, katekolaminler, poliaminler, sipermidin ve spermin
sentezi sayilabilir. Metil transferaz reaksiyonlar1 sonucunda SAM
molekiilinden S—adenozil homosistein (SAH) olusur. SAH de SAH hidrolaz

enzimi ile homosistein ve adenozile ayrigir.
7 /\

N H
HoN =
N

N=—

N \\\\\o

OH

NH,

S-adenozil homosistein (SAH)

Sekil 2.4. SAH molekiiliiniin yapis1

Bu seri reaksiyonlar transmetilasyon reaksiyonlar1 olarak bilinir ve
viicudun her hiicresinde gerceklesir [2]. SAH seviyeleri yiikseldiginde tHcys
artar [1]. Bircok metil transferaz enzimi SAM ile karsilastirildiginda SAH
molekiiliine gore daha fazla afinite gosterir. Hiperhomosisteinemi durumunda
en Oonemli temel mekanizma SAH birikimidir. Hiicre i¢i metilasyon icin

SAM/SAH orami 6nemli bir gostergedir.

2.1.3. Homosistein Metabolizmasi

Hiicresel Hcys metabolizmasi, metiyonin kullanilabilirligine, Hcys’in
metiyonine remetilasyonuna ve sisteine transsiilfirasyonuna baghdir.
Metiyoninin metilasyonu ile olusan Hcys’in %50’si remetilasyona ugrayarak
tekrar metiyonine, kalan %50’si ise transsiilfiirasyon yolu ile sisteine ¢evrilir

[1]. Hcys metabolizmasinin genel bir semasi Sekil 2.5’te gosterilmistir.



2.1.3.1 Remetilasyon Yolu

Hcys, vitamin B12’ye bagiml bir enzim olan metiyonin sentaz araciligi
ile metiyonine doniisiir. Metiyonine doniisiimde gerekli metil grubu 5,10-
metilen tetrahidrofolattan saglanir. Buradaki metil grubu metilen
tetrahidrofolat rediiktaz enzimi (MTHFR) aracilig: ile saglanir. Vitamin B12
MTHFR enzimi i¢in kofaktordiir. Remetilasyon karaciger ve bdbrekte
gerceklesir. Hcys’in remetilasyonunun azalmasi normal beyin fonksiyonu icin
gerekli metilasyon reaksiyonlarim1 bozar. SAM seviyelerinin diismesi, SAH
seviyelerinin artig1 ise beyin ve diger dokularda DNA hipometilasyonunu

gosterir [1].

2.1.3.2 Transsiilfiirasyon Y olu

SAM konsantrasyonu arttifinda transsiilfirasyon yolu devreye girer.
Hcys’in fazlast merkezi sinir sistemi hari¢ diger dokularda serin ile geri
doniistimsiiz olarak birleserek sistatiyonin ve sisteini olusturur [1]. Bu yolda
sistatiyonin-f} sentaz ve sistatiyonin-)- liyaz enzimleri ile kofaktor olarak da

vitamin B6 kullanilir [10].

Sistein, hiicresel yapilar1 oksidatif hasar ve diger tip hasarlara karsi
koruyan glutatyonun Oncii maddesidir. Transsiilfiirasyon yolu karaciger,
bobrek, ince bagirsak ve pankreasta aktiftir. Noronlarda bu yol kapalidir ve
glutatyon sentezi i¢in glial sistein kullanilir. Bu ylizden merkezi sinir sistemi

oksidatif strese diger dokulara gore daha duyarhdir [1].
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2.1.4. Homosistein Diizeyi

Klinik ¢alismalarda genel olarak Hcys “toplam plazma homosisteini”
olarak oOlciiliir. Bu 0ol¢iim; serbest Hcys, disiilfit bagi iceren Hcys, Hcys
tiyolakton ve proteine baghh Hcys’i icermektedir. Toplam miktarin %70- 80’1
proteine bagli halidir.

Toplam plazma Hcys konsantrasyonlart saglikli insanlarda acglik
durumunda 5-15 pmol/L arasindadir. Baz1 yayinlarda 12-15 pmol/L arasindaki
degerler sinir degerleri olarak kabul edilmektedir. Heys degerleri, yasla birlikte
arti gosterir. Erkeklerde ve postmenopozal kadinlarda daha yiiksektir. [11-
13].



Hcys diizeyi yas, cinsiyet, sosyo-ekonomik durum, etnik 6zellikler gibi
pek cok faktdrden etkilenmektedir. Toplumlarin bu 6zellikler dogrultusunda
kendi Hcys referans araliklarini belirlemeleri gerekmektedir. Tiirk toplumu
icin yapilan referans calismasinda homosisteinemi iist sinir1 12 pmol/L olarak

bulunmustur [14, 15].

Normal toplam plazma Hcys diizeyi 5-12 pumol/L’dir. Fakat yapilan
caligmalar, vaskiiler patolojinin 10 pmol/L’'nin iizerinde basladigim

gostermektedir [16, 17].

° Hafif hiperhomosisteinemi (15-30 pmol/L)
° Orta hiperhomosisteinemi (31-100 umol/L)

o Agir hiperhomosisteinemi ( >100 umol/L)

Agir hiperhomosisteinemi durumlar1 nadir goriilirken (1/40000 -
1/100000), hafif hiperhomosisteineminin toplumda goriilme siklig1 yaklasik
%5-7"dir. Hafif hiperhomosisteinemili hastalar, genellikle 30-40’l1 yaslarinda,
tekrarlayici arteriyel ve vendz tromboz veya prematiire koroner arter hastaligi
olusana kadar asemptomatiktirler. Agir hiperhomosisteinemi vakalari
genellikle homozigot enzim bozukluklarindan kaynaklanirken, hafif
hiperhomosisteinemi ~ vakalar1  ise  genellikle  heterozigot  enzim

bozukluklarindan veya edinsel nedenlerden meydana gelmektedir [18, 19].

2.1.5. Homosistein Diizeyini Etkileyen Faktorler

Plazma Hcys konsantrasyonlar1 genetik ve beslenme faktorleri tarafindan
diizenlenir. Hiperhomosisteinemi, Hcys metabolizmasinda rol oynayan
enzimlerdeki genetik bir bozukluktan veya beslenmeye bagli vitamin
yetmezliginden veya her iki durumdan dolayr olusabilmektedir [20, 21].

Asagida hiperhomosisteinemiye neden olan genel etkenler belirtilmistir.



2.1.6. Homosistein Metabolizmasindaki Edinsel Bozukluklar

Bu bozukluklar en sik rastlanan ve kolaylikla tedavi edilebilen
bozukluklardir. Edinsel beslenmeyle ilgili hiperhomosisteinemi nedenlerinden,
folat ve kobalaminin yetersiz alinmasi en yaygin goriilen nedenlerdir. B6
vitamininin yetersiz alimi da ozellikle transsiilfiirasyon yolu bozukluguna
neden olabilmektedir. Verhoef ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢calismada diyetle
alman folik asit, B6 ve B2 vitamin yetersizliginin, Kuzey Amerika ve
Avrupa’da ozellikle de yagslilar arasinda olduk¢a yaygin oldugu saptanmistir
[22]. Bu maddeler Hcys metabolizmasinda kosubstrat ve kofaktorlerdir. Bu
vitaminlerin hafif veya orta diizeylerde nadiren de agir diizeyde
hiperhomosisteinemiye neden olabilecegi bilinmektedir [23-27]. B6, B12 ve
folik asit diizeyi ile kan Hcys konsantrasyonu arasinda negatif korelasyon
vardir. Hiperhomosisteinemili vakalarin 2/3’tinde bir veya daha fazla B

vitamin eksikligi saptanmigtir [28-30].

Edinsel hiperhomosisteinemi nedenlerinden bir diger grubu ise hastalik
durumlar1 olusturmaktadir. Bunlarin i¢inde en ©Onemlisi bobrek fonksiyon
bozukluklaridir. Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda kreatinin artis1 ile
birlikte kan Hcys diizeyi artarak normalin 4 katina kadar c¢ikabilmektedir. Bu
aris son donem bobrek yetmezligi olan hastalardaki aterosklerozis

olusumundaki hizlanmay1 kismen aciklayabilmektedir [30].

Hofmann ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada tip I diabetli hastalarin yaklasik
%35’inde plazma homosistein diizeylerini yiiksek bulmustur. Hcys diizeyi
yitkksek diabetik hastalarda, retinopati, nefropati ve kalp makrovaskiiler veya
bacak damarlarindaki hastaliklarinin =~ sikliginin - daha fazla oldugu

bildirilmektedir [25].

Pek ¢ok ila¢ kullanimi hiperhomosisteinemiye neden olmaktadir. Sigara
pridoksal fosfat sentezini azaltmaktadir. Sigara icen kadinlarda %23,

erkeklerde %12 daha yiiksek plazma Hcys diizeyi saptanmigtir [31-33].



2.1.7. Homosistein Metabolizmasindaki Genetik Bozukluklar

Agir genetik bozukluklar icinde en yaygin goriileni homozigot
sistatiyonin-f  sentaz  (SBS) yetmezligidir. Bu durum “kongenital
homosistiniiri” olarak da adlandirilir. Hastalarin plazma ve idrar Hcys
diizeyleri cok fazla yiikselmekte ve bazi durumlarda 400 pumol/L nin iizerine
cikabilmektedir. Homosistiniiri dogustan otozomal resesif bir metabolizma
hastaligidir. Toplumda goriilme sikh@ 1/200.000°dir. SBS enzim aktivitesi
%0-2 arasindadir. Bu enzimin geni 21. kromozomdadir ve bugiine kadar
tanimlanmig 17 tane mutasyonu mevcuttur. Bu farkli mutasyonlar plazma

toplam homosistein diizeylerindeki farkliliklara neden olmaktadir [31, 32, 34].
2.1.8. Hiperhomosisteineminin Vaskiiler Hastahklarla Tliskisi

McCully 1960’11 yillarda yiiksek plazma Hcys diizeylerinin ateroskleroz
ve tromboza neden olabilecegini ileri siirmiistiir. O glinden bu giine kadar
yapilan caligmalarda hiperhomosisteineminin serebrovaskiiler, koroner ve
periferik vaskiiler hastalif1 olanlarda kontrollere gore daha yiiksek diizeylerde
bulundugu gozlenmistir ve yiiksek Hcys diizeyinin, koroner, serebrovaskiiler
ve periferal ateroskleroz ve vendz tromboz i¢in, diger bilinen risk faktorleri

olmamasi durumunda dahi tek basina bir risk faktorii oldugu belirtilmistir.

Prematiire vaskiiler hastaligi olan hastalarin %15-30’unda hafif (15
pumol/L iistii) hiperhomosisteinemi varligi gosterilmistir. Heys diizeyi normal
ist sinirdan fazla olan vakalarda yapilan bir ¢alismada, diger risk faktorleri
ortadan kaldirilmis olmasina ragmen, kontrollerle karsilastirildiginda myokard
infaktiisii riskinin 3 kat arttif1 saptanmigtir [35, 36]. Vendz tromboz riski
yiiksek  homosistein  diizeyi ile iligkilidir.  Tekrarlayic1  venoz
tromboembolizmli vakalarin %?25’inde, ilk vendz trombozis atagi gegiren

hastalarin %10’unda homosistein diizeyi yliksek bulunmustur [37].



2.1.9. Homosisteinin hasar mekanizmalari

Hiperhomosisteinemi durumunda Hcys, reaktif oksijen radikallerinin
olusumunu saglayarak oksidatif strese neden olur. Oksidatif stresi saglayan

mekanizmalar asagida belirtilmistir.

1- Endotelyal nitrik oksit sentezine katilarak biyoyararlanimim azaltir [38].

2- Antioksidan enzim aktivitesi veya ekspresyonunu azaltir.

3- Vitamin C, E ve folik asit gibi antioksidan vitaminleri azaltir [39].

4- Metal iyonlar ile etkilesime girer; Hcys’in reaktif siilfidril grubu demir ve
bakir iyonlarmin varliginda katalitik aktivite gostererek hidrojen peroksit,
oksijen radikalleri ve homosisteinil radikallerinin artigina neden olur [40].

5- Bozulmus metilasyon; S-Adenozil homosistein seviyesinin yiikselmesine,
S-Adenozil Metiyonin diizeyinin diismesine neden olur. S-Adenozil Metiyonin
seviyesinin diismesine bagh olarak daha Once bahsedilmis olan metilasyon
reaksiyonunda sorunlar ortaya cikar. Bunlardan biri de lipit transportu,
metabolizmas1 ve sinir sinyal iletiminde gorevli olan kolin sentezinin

etkilenmesidir [40].

2.1.10. Hiperhomosisteineminin Komplikasyonlari

Tromboz riskini arttirir.
Kardiyovaskiiler risk faktoriidiir.

Kanser gelisiminde risk faktoriidiir.

0w b=

Hiperhomosisteinemi folat eksikligi, oksidatif stress, anormal DNA

metilasyonu gibi nedenlerden dolay1 risk faktoriidiir [41].



2.2. YUKSEK BASINCLI SIVI KROMATOGRAFiSi

Kromatografi, bir karisimdaki iki ya da daha fazla bilesenin, hareketli bir
faz yardimiyla, sabit bir faz arasindan degisik hizlarda hareket etmeleri esasina
dayanir. Kromatografik yontemlerle, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri birbirine
cok yakin bilesenlerden olusan karisimlari, tiimiiyle, kolayca ve kisa siirede

ayirmak olanaklidir.

Kromatografide durgun faz, bir kati veya kat1 yiizeyine kaplanmis bir
stv1 fazdir. Durgun fazin {izerinden akan hareketli faz ise bir gaz veya sivi
fazdir. Hareketli fazin sivi oldugu kromatografi tiiriine Sivi Kromatografi,
hareketli fazin gaz oldugu kromatografi tiiriine ise gaz kromatografi denir. Gaz
kromatografi, gaz, ucucu sivi ve kat1 karisimlar icin uygulanan bir tekniktir.
Sivi kromatografi ise Ozellikle 1s1l kararsiz ve ugucu olmayan Ornekler icin

uygulanir.

Sivi kromatografi bir ayirma teknigidir. Bir sivida ¢oziinmiis ayrilacak
bilesenler, bir kolon igerisinde bulunan genellikle kat1 bir destek iizerindeki
sabit faz ile farkli etkilesmelere girerek, kolon i¢inde degisik hizlarda ilerler.
Kolonu degisik zamanlarda terkederler ve boylece birbirlerinden ayrilirlar.
Burada tasiyici faz olan sivi, pompalarla kolona basildigindan yiiksek akis
hizindadir. Bu nedenle ayirma daha kisa siirede ve tam olarak
gerceklesmektedir. Ayrilan bilesik, kolon c¢ikisina baglanan uygun bir
dedektorle tespit edilip miktariyla orantili olarak kaydedilir. Yiiksek hizda
gerceklestirilen ayirmalarin yapildigi sivi kromatografi sistemlerine, Yiiksek

Basing S1vi Kromatografi (HPLC) denir.



2.3. KUTLE SPEKTROMETRESI

Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden
yiikli partikiilleri kiitle/ylik (m/z) oranlarina gore diger yiiklii partikiillerden
ayirt ederek analizleme esasina gore calisan cihazlardir. Kiitle spektrometreleri
uzun yillardir kullanilan analiz metodlarindan birisidir. Giiniimiizde bilgisayar
kontrollii son derece hassas kiitle spektrometreleri iiretilmig, arastirma ve
analiz laboratuvarlarinda kullanilan 6nemli cihazlar haline gelmistir. Kiitle
spektrometresinin tip alaninda kullanimi son yillarda 6nemli oranda artmustir.
Ozellikle metabolik hastaliklarin tanisinda ve yenidogan donemindeki tarama

programlarinda kiitle spektrometresinin Onemi son derece fazladir.

Arthur J Dempster’in 1918 yilinda elektron iyonizasyon ve termal
iyonizasyon konusunda sagladigi ilerlemeler ve Francis Aston’un 1920°l
yillarda izotoplar ve onlarin kiitleleri iizerindeki calismalar1 ile kiitle
spektrometresinde gelismeler kaydedilmistir. Kiitle spektrometresi ticari
amagla ilk defa 1940’li yillarda petrol ve kimya endiistrisinde kullanima
sunulmustur. Holmes ve Morrell isimli arastirmacilar 1957 yilinda ilk defa gaz

kromatografi-kiitle spektrometresi (GC-MS) sistemini olusturmuslardir [42].

Kiitle spektrometresinin biyokimyada kullanim1 1956 yilinda steroidlerin
analizi ile baslamis, 1960’h yillarda peptidlerin sekans analizleri
gerceklestirilmistir. Ik defa 1966 yilinda Tanaka ve ark.’min GC-MS sistemi
ile izovalerik asidemiyi tanimlamalariyla birlikte cihaz metabolik hastaliklarin
tanisinda kullanilmaya baglamistir [43].  1980°li yillarda tandem kiitle
spektrometresi gelistirilmis ve bir¢ok alanda kullamima sunulmustur. Artik
giiniimiizde yapilacak analizin 6zelligine gore farkl tiplerde son derece hassas
kiitle spektrometreleri gelistirilmis, tip, kimya ve fizik gibi bilim dal

laboratuvarlarinin dnemli cihazlar1 haline gelmistir [44-46].



2.2.1. Kiitle Spektrometresinin Prensibi

Kiitle spektrometreleri, yiiklii partikiillerin manyetik ya da elektriksel bir
alandan gecerken diger yiiklii partikiilllerden m/z oranlarina gore ayrilmalari

prensibine gore calisirlar [47].

Molekiiller normalde yiikli partikiiller degillerdir ve kiitle
spektrometreleri iyonizasyon islemi ile molekiilleri uyararak yiiklii iyonize
molekiiller haline doniistiiriirler. Yiiklii molekiiller stabil olmadiklarindan
bagka molekiillerle veya bir yiizey ile carpistiklarinda fragmentlerine
parcalanirlar.

Olusan her bir iyon kendine 6zgii bir kiitle/ylik oramna sahiptir ve bu
oranlarinin yogunluga kars1 gosterildigi bir spektrumla tanimlanmaktadir. Her
bir iyonun yogunlugu detektdre ulagsan miktar1 ile orantilidir ve her bilesigin
spektrumu kendine 6zeldir. Bilinmeyen bir 6rnegin analizi sonucu elde edilen
spektrum referans spektrum ile karsilastirilarak bilesigin kiitlesi tanimlanir

[47-49].

2.2.2. Iyonlastirma Kaynag

Numune sisteme girdikten sonra gergeklesen ilk islem iyonlastirma
olayidir. Iyon kaynagi incelenecek maddenin tiiriine ve caliymada istenilen
bilgilere gore degismektedir. iyon kaynagi ne tiirde olursa olsun yiiksek iyon
verimi ve olabildigince kiiciik enerji dagilimi saglayacak 6zelliklerde olmasi

istenir. Iyonlastirma islemi gesitli kaynaklarla saglanabilir.

Iyon kaynaklarim baslica gaz faz iyon kaynaklar1 ve desorpsiyon iyon
kaynaklar1 olmak iizere iki grupta incelemek miimkiindiir. Gaz faz iyon
kaynaklarinda numune ©nce buharlastirilir ve daha sonra iyonize edilir.
Desorpsiyon kaynaklarinda ise numune sivi veya kati halden direkt gaz
iyonlara doniistiiriiliir. Isiya dayaniksiz ve ugucu olmayan bilesiklere

kolaylikla uygulanabilir olmas1 desorpsiyon kaynaklarinin avantajidir. Gaz faz



kaynaklar ise genellikle kaynama noktas1 500 °C’nin altindaki 1s1ya dayanikli

numunelere uygulanmaktadir [50].

Gaz faz iyon kaynaklarindan elektron iyonizasyon (EI) [51] ve kimyasal
iyonizasyon (CI) [52, 53] teknikleri en sik kullanilanlardir. Desorpsiyon tipi
iyon kaynaklarindan; hizli atom bombardimani (FAB) polar ve ¢ok yiiksek
molekiiler agirlikli molekiillerin analizinde kullanilmaktadir [54]. Elektrosprey
iyonizasyon (ESI) ise polipeptitlerin, proteinlerin ve oligoniikleotidlerin
analizinde siklikla kullanilmaktadir [55]. Matriks destekli lazer desorpsiyon
iyonizasyonu (MALDI) ise yeni bir iyonizasyon yontemi olup Ozellikle

peptitlerin analizinde kullanilmaktadir [56].

2.2.3. Aynistirma Teknikleri

Kiitle spektrometreleri iyon kaynagina giren biitiin bilesikleri ayristirir ve
iyonlastirir. Organik bilesiklerin igerisinde ¢cok fazla sayida molekiil mevcuttur
ve hepsinin kiitle fragmenti izlenir. Bu nedenle iyi bir spektrum elde etmek
amactyla belirli bir siirede sadece saf bir bilesigin kiitle spektrumunu almak
gereklidir. Dolayisi ile kiitle spektrometreleri gaz veya sivi kromatografi gibi

bir ayristirma islemi ile birlikte kullanilmas1 gerekir.

2.3.3.1. Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS)

Gaz kromatografisi (GC) yiiksek hassasiyette, hizl1 analiz yapabilmesi ve
cok yonli olmasi acisindan kompleks karigimlarin aywriminda kullanilan
onemli enstriimental analiz tekniklerinden birisidir. GC’nin kapiler kolonlar1
ile ayristirma islemi saglanir ve ayristirilan numune kiitle spektrometresinde
analiz edilir. GC-MS sistemleri organik bilesiklerin tanimlanmasinda

kullanilan son derece hassas ve secici araglardir [47, 50].



2.3.3.2. Likit Kromatografi—Kiitle Spektrometresi (LC-MS)

Ucucu olmayan ve 1s1ya karsi dayaniksiz olan bilesiklerin ayristiriimasi
icin kullanilir. Sivi faz kullanidigr icin yiiksek 1s1 gerekmemektedir [57].
Thermosprey, LC uygulamalarindan biri olup yiiklii damlaciklar yaratmak
esasina dayanir. Yiiksek basingl sivi kromatografi (HPLC) sisteminden MS
sistemine gelen kapiler tiiplin ucu yiiksek voltaj uygulanarak isitilir. Isiy1
optimize etmek i¢in de tiipiin ucundan numune iyon kaynagina piiskiirtiilerek

gonderilir.

“Thermosprey” iyonlarin sivi halden gaz hale doniistiiriildiigii iyon
evaporasyon islemi esasina dayanir. Bu teoriye gore damlaciklar (+) ve (-)
yiiklii iyonlar ile ¢oziicii igermektedirler. Ancak iyonlardan birinin polaritesi
daha baskindir. Aradaki fark ise net yiiktiir. Fazla yiikiin damlanin yiizeyinde
biriktigi varsayilmaktadir. Coziicii buharlastikca damlacinin kiiciilen capina
bagli olarak yiizeyindeki elektrik alan1 artar. Damlacik yeterince
buharlastiginda damlacigin yiizeyinde biriken iyonlar yiizeyden ayrilir.
“Thermosprey” genellikle yiiksek vakum altinda ¢alisir ve yiiksek sicakliklara
ihtiyag¢ duyar [57-59].

2.2.4. Kantitatif Analiz

Kiitle spektrometresinde  kantitatif dogruluk analitik  islemin
baslangicinda eklenen uygun internal standart (IS) ile saglamir. Bilinen
miktarda IS eklenmesi ekstraksiyon, tiirevlendirme ve analiz sirasinda
herhangi bir asamadaki madde kayiplarindan gelen hatalar1 elimine eder.
Secilen IS’1n ilgilenilen bilesigin kimyasal yapisina uygun olmasi gerekir.
Boylece IS’1n fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin bilinmeyen maddeninki ile
uyumlu olmasi saglanir. Bu sebeple doteryumla isaretlenmis bilesiklerin IS

olarak kullanimi yaygindir.

Kimyasal farkhilik olarak sadece izotoplarin kullanildigi ydntemlere

izotop diliisyonu denir. Bir bilesigin analizinde kullanilan déteryum ile



zenginlestirilmis 1S’1n tek farki bir veya bir ka¢ hidrojen atomu yerine
doteryum atomlarinin gegcmis olmasidir. Doteryumlu IS yapisal benzerliginden
dolay: analizlenen bilesiginki ile ayn1 kromatografik alikonma zamanina (RT)
sahiptir. GC’de analiz edilen bilesikten kromatografik olarak ayristirilmasi
miimkiin olmadigindan doéteryumla isaretlenmis IS kullanilamaz. Kiitle
spektrometresinde ise bu sorun degildir. Ciinkii doteryumun atomik kiitle
birimi hidrojenden bir fazladir ve analizlenen numuneden kromatografik RT
yerine kiitlesel olarak farklilik gosterir. Doteryum isaretlenmis IS’ m/z

degeri goreceli olarak daha yiiksektir [47, 49].

Kantitatif dl¢timlerde, numunenin yogunlugu veya alam 1S nin alam ile

orantilanarak kalibrasyon egrisinden konsantrasyonu belirlenir.

2.2.5. Ardisik Kiitle Spektrometresi (Tandem MS/MS)

Secimliligi yiikseltmek ve teshis limitlerini artirmak i¢in MS’den Once
numunenin ekstraksiyon, tiirevlendirme, kromatografik ayrigtirmalar gibi bazi
on islemlerden gecirilmesi gereklidir. Bunun icin en uygun ydntemlerden

birisi, iki veya daha fazla analitik teknigin ardisik olarak baglanmasidir [49].

Ardistk MS/MS’de karisim birinci MS’nin iyon kaynagina verilir.
Burada karigimin iyonizasyonu bilesigin kendine ait iyonlarmin olugsmasini
saglar. Bunlara ana iyonlar denir. Bilinmeyen 6rnegin karekteristik ana iyonu
boylelikle secilir ve tanimlanir. Bu incelenecek olan bilesigi karisimin igindeki
diger bilesenlerinden ayirir. Birinci MS’de ayrilmis olan ana iyon ikinci MS
analizére gonderilir ve burada pargalanarak ikincil iyon fragmentlerine ayrilir.
Bunlara ikincil iyon denir. Bu sekilde ana iyon ile ikincil iyonun birlikte
taranmas1 bilesigin yiiksek segicilikte tanimlanmasini ve karisimdaki diger
bilesenlerden tamamen ayrilmasini saglar [49].

Ozet olarak birinci MS bir karisimdan tek bir bilesigi ayirmak icin
kullanilir. Bu islem GC-MS sistemindeki GC nin fonksiyonu yerine gecer
ancak arada cok onemli bir hiz farki vardir. GC-MS ile saatte 4-6 Ornek analiz

edilebilirken, tandem MS/MS ile saatte 60 6rnege kadar cikilabilir. Boylece



analiz hiz1 artilmig ve O6rnek basmna birim maliyet diisiiriilmiis olmaktadir.
Ornek ekstraksiyonu ve tiirevlendirme asamalar1 son derece azaltilmis ve hatta

bazen gerekmemektedir [47, 50, 60].

2.2.6. Kiitle Spektrometresinin Tip Alaninda Kullanimi

Kiitle spektrometresinin tip alaninda kullanimi1 giiniimiizde gittik¢e artan
bir 6neme sahiptir. Yiiksek hassasiyeti ve giivenilirligi, analiz siiresinin kisa
olmas1 ve bilgisayar kontrollii programlar sayesinde kiitle spektrometreleri
artik bircok hastaligin tamisina yaklagimda son derece kuvvetli bir analitik

teknik haline gelmistir.

Giintimiizde ardigtk MS/MS sisteminin en yaygin kullamm alam
metabolik hastaliklarin tanist [61] olmakla birlikte artik proteinler [62-64],
lipitler [65-68], karbonhidratlar [69] ve DNA analizi [70] gibi bir¢ok bilesigin
analizinde kullanilmakta ve bunlara siirekli yenileri eklenmektedir. Ardisik
MS/MS ile yapilan acilkarnitin ve aminoasit analizi ile metabolik hastaliklarin
tanmimlanmas1 son zamanlarda oldukca yaygmlasmustir [71, 72]. Ulkemizde ve
diinyanin bircok {iilkesinde ardigtk MS/MS spektrometresi ile yenidogan

tarama programlar yliriitiilmektedir.

2.2.7. Tandem MS/MS Sisteminin Avantajlari

1. Yaklasik 2 dakika gibi kisa bir siirede analizin sonug¢lanabilmesi

2. Kromatografik ayristirmaya veya saflastirmaya gerek kalmadan karigim
halindeki drneklerin analiz edilebilmesi

Son derece hassas ve giivenilir bir yontem olmasi.

Otomasyona uygun olmas1 ve kisa siirede ¢ok sayida analiz yapilabilmesi.
Testlerin ¢ok az 6rnek miktarlar ile ¢alisilabilmesi

Yalanci pozitif ve yalanci negatif sonuclarin oraninin az olmasi.

Bircok metabolik hastaligin ayn1 analizde taranabilmesi

® N kW

Maliyet acisindan ekonomik olmasi



2.4. LITERATURDE HOMOSISTEIN OLCUMU

Literatiir incelendiginde plazma/serum Orneklerinde tHcys miktar1 genel
olarak yiiksek performanslh likit kromatografisi (HPLC), enzim immunoassay
(ED, gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi sistemi (GC-MS), sivi

kromatografisi-kiitle spektrometresi sistemleri (LC-MS) ile 6l¢tilmiistiir.

GC-MS sistemi ile yapilan bir ¢alisma Petr Husek (2000) tarafindan
yaymlanmistir [73]. Bu c¢alismada serum Ornekleri trikloroasetik asit ile
deproteinize edildikten sonra DTT ile bagl formlar indirgenmis ve bir alkil
kloroformat ile tiirevlendirme yapildiktan ile Hcys analizi GC-MS sisteminde
yapilmistir. Bu calismada tHcys icin lineerite araligi 5-50 pmol/L olarak
belirlenmistir [73].

Elektrosprey iyonizasyon ardisik kiitle spektrometresi (ESI-LC-MS/MS)
sistemi kullanilarak kararli izotop diliisyon yontemi ile ilk toplam Hcys
Olctimii Magera ve ark. tarafindan [74] gerceklestirilmistir. Ardisik kiitle
spektrometresinin bu Ol¢iimlerde kullanilmaya baslamasi sonucunda
analizlerde sinyal/giiriiltii oranlarinda artis ile analizin duyarlili@i artmustir.
Ayrica parcalanan ana iyonun istenen parcasi izlenebildiginden girisim yapan

etkenler elimine edilerek analizin segiciligi de artirilmaigtir.

ESI-LC-MS/MS yontemi ile yapilan en onemli ¢aligmalardan biri de M.
Rafii ve ark. (2007) tarafindan yapilan calismadir [75]. Bu calismada
tirevlendirme islemi yapilmadan asidik deproteinizasyon ve ekstraksiyon
sonrast pozitif ESI-LC-MS/MS yontemi ile Hcys analizi yapilmis ve normal
tHcys seviyesi civarinda dogruluk %103,7 olarak bulunmustur. Ayni
caligmada farkli seviyelerde tHcys ol¢iimii igin tekrarlanabilirlik %3,0-6,1

arasinda degismektedir ve analiz siiresi 4,5 dakika olarak belirtilmistir [75].

Christel Hempen ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir ¢aligmada da yine
ESI-LC-MS/MS yontemi kullanilarak metilmalonik asit ve Heys birlikte analiz

edilmistir [76]. Bu calismada bagh formlarin indirgenmesi i¢in DTT yerine



TCEP (Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride) kullanilmistir. Bu
yontemde tiirevlendirme yapilmamistir. Ancak ek bir asama olarak
ultrafiltrasyon basamagi mevcuttur. Elde edilen sonuglara gore tHcys icin
tekrarlanabilirligin %2,9-3,2 arasinda degistigi belirtilmistir. Teshis limiti de
0,88 umol/L olarak hesaplanmistir. Bu yontemde analiz siiresi 4 dakika olarak

belirlenmistir.

Bu tez calismasinda aminositlerin GC analizleri icin kullanilan bir
tirevlendirme yontemi olan alkil kloroformat ile esterlesme reaksiyonu
kullanilarak ESI-LC-MS/MS yontemi ile plazma/serumda tHcys miktariin
analizi  konusunda farkli  bir yaklasim amaglanmstir.  Ozellikle
tiirevlendirilerek daha biiyiik bir molekiile doniistiirlen analitin daha yiiksek

sinyal/giiriiltii oram saglayacagi 6n goriilmiistiir.



3. GEREC VE YONTEM
3.1 GERECLER

HPLC gradient saflikta metanol, formik asit, DTT, DL-homosistein, n-
propanol ve propyl chloroformate Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan,
pyridine ve isooktan Merck (Almanya) firmasindan, kloroform Lab-scan
firmasindan, amonyum format Fluka (Almanya) firmasindan, d8-homosistin
Cambridge Isotope Lab. (USA)’dan temin edilmistir. Belirli miktarlarda
homosistein igeren sertifikali plazma ornekleri Recipe (Almanya) firmasindan
temin edilmistir. Kullanilan MAX-RP ters faz HPLC kolonlar1 Phenomenex

(USA) firmasindan temin edilmistir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Tiirevsiz Homosistein Analizi icin Ornek Hazirlanmas

Liyofilize halde alinmis olan ve belirli miktarlarda Hcys iceren sertifikali
plazma ornekleri 3 ml deiyonize su ile ¢oziildi. Her bir 6rnekten 1,5 ml
polipropilen santrifiij tiipiine 50 pl alindi. Uzerine internal standart olarak
kullanilacak olan 10 umol/L. konsantrasyonunda hazirlanan d8-homosistin
cozeltisinden 50 ul eklendi. 15 sn boyunca vorteks karistiricida karistirildiktan
sonra 250 mM DTT cozeltisinden 50 ul eklendi. Vorteks karistiricida tekrar 15
sn karistirildi. Oda sicakliginda 10 dk bekletildi. Daha sonra su/formik
asit/trifloroasetik asit (99,875:0,1:0,025) karistmindan 500 pl eklenerek
plazma proteinleri ¢oktiiriildii. 30 sn vorteks karistiricida karistirildiktan sonra

bir 6rnek tiipiine almarak 5 ul LC-MS/MS sistemine enjeksiyon yapilda.

3.2.2. Tiirevli Homosistein Analizi icin Ornek Hazirlanmasi

Liyofilize halde alinmis olan ve belirli miktarlarda Hcys iceren sertifikali
plazma ornekleri 3 ml deiyonize su ile ¢oziildi. Her bir 6rnekten 1,5 ml
polipropilen santrifiij tiipiine 50ul alindi. Uzerine internal standart olarak

kullanilacak olan 10 umol/L. konsantrasyonunda hazirlanan d8-homosistin



cozeltisinden 50 ul eklendi. 15 sn boyunca vorteks karistiricida karistirildiktan
sonra 250 mM DTT cozeltisinden 50 ul eklendi. Vorteks karistiricida tekrar 15
sn kanistirlldi. Oda sicakliginda 10 dk bekletildi. 200 ul n-propanol/piridin
(5:1) karisimi eklendi. Vorteks karistiricida 10 sn karigtirildiktan sonra 150 pl
isooktan/PCF (6:1) karisimi eklendi. Vorteks karistiricida 10 sn karistirildiktan
sonra kloroform/isooktan (2:1) karistmi eklendi. Vorteksle 10 sn
karistirildiktan sonra 4000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Ustte kalan fazdan 100
pl alinarak 40 °C de azot gaz1 akis1 altinda ucuruldu. Ugurma iglemi
tamamlandiktan sonra 250 pl mobil faz eklenerek c¢oziildii. LC-MS/MS

sistemine 5 pl enjeksiyon yapild1.
3.2.3. HPLC Sartlan

Yontem gelistirme asamasinda, hareketli faz secimi igin yiiriitiilen
caligmalara Oncelikle izokratik hareketli faz sistemlerinin denenmesi ile
baslanmustir. Izokratik sistemler, goreceli basit bilesimleri, kolay hazirlanabilir
olmalar1 ve diizgiin baz cizgisi gibi kromatografik avantajlara sahip olmalar1
nedeniyle analiz islemlerinde siklikla tercih edilmektedir. Bu diisiinceden yola
cikilarak, metanol, asetonitril, su ve benzeri genel kullanima ait ters faz
¢oziiciilerinden olusan farkli bilesimlerde bircok hareketli faz denenmis ve

sonuclar1 degerlendirilmistir.

Calismalar sonucunda tiirevsiz Hcys caligmasi i¢in %0,1 formik asit
iceren su/metanol (90:10) karistmi en uygun mobil faz olarak secilmistir.
Tiirevli Heys calismast icinse 0,1 mM amonyum format iceren su/metanol
(30:70) karisimi en uygun mobil faz olarak belirlenmistir. Kolon olarak her iki
caligmada da 50x2 mm o6lciilerinde 5 pm por biiyiikliigiine sahip MAX-RP

kolonu (Phenomenex) kullanilmustir.



3.2.4. Kiitle Spektroskopi (MS) Sartlari

Kiitle spektrometre analizleri TANDEM GOLD Triple Quadrupole LC-
MS/MS sistemi (Zivak Teknoloji, Tiirkiye) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Iyonizasyon yontemi olarak pozitif elektrosprey iyonizasyon yontemi

secilmisgtir.

Tiirevsiz ve tiirevli yontemler i¢cin homosistein ve d4-homosistein igin
belirlenen Kkiitle/yiik oranlar1 ile parcalanma sonrast olusan iyonlar ile
kolondan eliisyon zamanlari, ana iyon (MHY), ikincil iyon (MS/MS) ve

parcalanma enerjileri (CE) sirasiyla Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.1. Tiirevsiz yontem icin tutunma zamani, m/z degeri ve parcalama

enerjisi
Tutunma MH+
MS/MS | CE [eV]
Zamam (dk) | [m/z]
Homosistein 0,9 136 90 10V
Homosistein-D4 0,9 140 94 10V

Tablo 3.2. Tiirevli yontem i¢in tutunma zamani, m/z degeri ve parcalama

enerjisi
Tutunma MH+
MS/MS | CE [eV]
Zamam (dk) | [m/z]
Homosistein 1,5 350 142 15V
Homosistein-D4 1,5 354 145 10V

Tiirevsiz ve tiirevli yontemler icin yapilan calismalar sonucunda elde
edilen Kkiitle spektrometresi sartlar1 sirasiyla Tablo 3.3 ve Tablo 3.4°te

verilmistir.



Tablo 3.3. Tiirevsiz Homosistein Analizi i¢in Optimum MS Kosullar1.

Enjeksiyon Hacmi S5uL

HPLC Pompa Programi (0,2 ml/dk) 0.00 min 100% A
3:00 min 100% A

Iyonizayon Modu ESI positive

Nebulizing Gaz Basinci 55 psi

SIM Genisligi

Q1:1,2 amu Q3:1,2 amu

Kurutucu Gaz Sicakligi

350°C

Kurutucu Gaz Basinci 34 psi

Needle Voltaji 5000V

Shield Voltajt 600V

Kapiler Voltaji 40V

Dedektor Voltaji 1600 V
Parcalayic1 Gaz Tiirii, Basinci Ar, 2,00 mTorr

Tablo 3.4. Tiirevli Homosistein Analizi i¢in Optimum MS Kosullar1.

Enjeksiyon Hacmi S5uL

HPLC Pompa Programi (0,2 ml/dk) 0.00 min 100% A
3:00 min 100% A

Iyonizayon Modu ESI positive

Nebulizing Gaz Basinci 55 psi

SIM Genisligi Q1: 1,2 amu Q3: 1,2 amu
Kurutucu Gaz Sicakligi 300 °C

Kurutucu Gaz Basinci 40 psi

Needle Voltaji 5000V

Shield Voltaji 600V

Kapiler Voltaji 40V

Dedektor Voltaji 1600 V

Parcalayic1 Gaz Tiirii, Basinci Ar, 2,00 mTorr




3.2.5. Tiirevli ve Tiirevsiz Yontemlerin Karsilastirilmasi

3.2.5.1. Spesifiklik

Tiirevli ve tiirevsiz yontemlerin spesifikliginin belirlenmesi icin her iki
yontemle altigar adet homosistein igermeyen fakat reaksiyon ortamindaki diger
bilesenleri (DTT, plazma proteinleri, reaktifler vb.) iceren numune analiz
edilmigtir. Kromatogramda homosisteinin beklenen alikonma zamaninda
cakisma olup olmadig1 (sinyaller, pik izleri, iyon izleri vb.) incelenmistir.
Ayrica bu numunelerin analizi ile her iki yOntem icin giiriiltiileri

karsilastirilmustur.
3.2.5.2. Dogruluk

Dogrulugun hesaplanmas1 i¢in Recipe Firmasi’ndan (Almanya) temin
edilen 10,1 pumol/L konsantrasyonundaki referans plazma ornegi altisar tekrar
olacak sekilde tiirevli ve tiirevsiz metotlar kullanilarak hazirlanmistir. Her bir
tekrar icin analitin konsantrasyonu hesaplanmistir. Bu sonuglara gére ortalama
ve standart sapma degerleri hesaplanmistir. Ortalama degerin sertifika degerine

oraniin 100 ile carpimi ile yontemin yilizde gerceklik degeri belirlenmistir.
3.2.5.3. Ornek Stabilitesi

Ornek stabilitesinin belirlenmesi igin 10,1 umol/L. konsantrasyonunda
homosistein iceren plazma oOrneklerinden tiirevli ve tiirevsiz ydntemlerle
ornekler hazirlanmistir. 11k enjeksiyonlarin ardindan ayni drneklerden 3 saatlik
periyotlarla enjeksiyonlar yapilarak olg¢iimdeki azalma izlenmistir. Ilk
enjeksiyonda elde edilen pik alanlar1 100 kabul edilerek her ii¢ saatlik

periyotta Slciilen pik alanlar1 hesaplanmistir.

3.2.54. Dogrusallik

Bu tez calismasinda sirasiyla 3,6; 5,05; 7,2; 10,1; 14,4, 21,7; 28,8; 43,4
ve 57,6 umol/L konsantrasyonlarinda plazma Orneklerinden her seviye icin
altigar tekrar olacak sekilde tiirevli ve tiirevsiz yontemlerle analiz numuneleri
hazirlanmig ve analiz edilmistir. Tiirevli ve tiirevsiz yontem icin kalibrasyon

egrileri yukarida belirtilen konsantrasyonlara karst pik alanlarinin



ortalamalarinin grafige gecirilmesiyle elde edilmistir. Ayn1 sekilde her bir
seviye icin standart sapma degerleri de kalirasyon egrilerinde fark cizimleri ile

gosterilmistir.
3.2.5.5. Tekrarlanabilirlik

Bu tez calismasinda 10,1; 14,4 ve 21,7 umol/L konsantrasyonlarinda
plazma orneklerinden her seviye igin altisar tekrar olacak sekilde tiirevli ve
tiirevsiz yontemlerle analiz numuneleri hazirlanmig ve analiz edilmistir.
Hazirlanan 6rnek setlerinden ortalama miktar, standart sapma ve yiizde relatif

standart sapma degerleri hesaplanmistir.
3.2.5.6. Laboratuvar ici Yeniden Uretilebilirlik

Laboratuvar ici yeniden iiretilebilirlik ¢alismasi icin tiirevli ve tiirevsiz
yontemler icin dogrusallik calismasit iki farkli giinde yapilmis ve bu
calismalardan elde edilen degerlere gore yiizde relatif standart sapma degerleri

hesaplanmigtir.
3.2.5.7. Teshis ve Miktarlandirma Limitleri (LOD, LOQ)

Bu tez calismasinda teshis ve miktarlandirma limitlerinin hesaplanmasi
icin dogrusallik calismasinda elde edilen verilerden yararlanilmistir.
Kalibrasyon egrisinin egimi ile alan oranlarinin relatif standart sapmalarina

dayanan formiilden yararlanarak hesaplanmistir [77].

Teshis Limiti (LOD) = 3,36/S
Miktarlandirma Limiti (LOQ) = 10c /S

S: Regresyon dogrusunun egimi
o: Alan oranlariin standart sapmasi



4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Orneklerin Hazirlanmasinda Kullamlan Tiirevli ve
Tiirevsiz Yontemlerin Karsilastirnlmasi

Giris kisminda da belirtildigi gibi Hcys, plazmada cogunlukla (>%90)
proteinlere ve diger molekiillere baglh oldugu icin, analizden 6nce DTT veya
2-merkaptoetanol gibi bir indirgeyici kullanilarak serbest Hcys haline

getirilmelidir.

Tiirevsiz yontemle ornek hazirlanmasi sirasinda plazma/serum orneginde
bulunan serbest ve bagli homosisteinin toplam olarak tespit edilmesi icin
ornekler ilk asamada DTT ilave edilir. Boylece proteinlere veya birbirlerine
disiilfit bag ile baglanmis olan homosistein molekiilleri serbest homosisteine

indirgenir.

Sekil 4.1°de protein molekiilii ile disiilfit bagi yapmis olan bir
homosistein molekiiliiniin DTT ile reaksiyonu sonucu disiilfit baginin koparak

serbest homosisteinin olusumu gosterilmistir.

HS o
S——S
OH
NH,
Protein-Homosistein
SH
OH
HO
SH
Dithiothreitol
\/ o
HS
HS
SH OH
NH,

Serbest Homosistein

Sekil 4.1. Protein-Hcys disiilfit baginin DTT ile indirgenmesi.



DTT ile muamele edilmesi sonucunda serbest hale gelen homosistein
molekiilleri kiitle spektrometresinde pozitif elektrosprey modunda tarandigi
zaman ana iyon olarak homosisteinin molekiil agirlig1 olan 135,1°in 1 birim
fazlas1 olan 136,1 elde edilmistir. Bu ana iyona voltaj uygulanarak ikincil
iyonu tarandiginda ise 136,1 iyonunun 90,1’e parcalandigi gézlenmistir. Bu
durumda homosistein icin 136,1>90,1 iyonlar1 tarama iyonlar1 olarak
secilmistir. Ayn1 sekilde internal standart olarak kullanilacak homosistein-d4

molekiilii i¢in de 140,1>94,1 iyonlar1 se¢ilmistir.

Sekil 4.2‘de tiirevsiz yontemle hazirlanan Ornege ait kromatogram

gosterilmistir.
— 136>90

1oxio’4 140>94
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Sekil 4.2. Tiirevsiz yontemle elde edilen Hcys ve Hcys-d4 kromatogramlari. 10,1
umol/L. konsantrasyonunda Hcys iceren plazmadan Bolim 3.2.1°deki tiirevsiz
yonteme gore analiz numunesi hazirlanarak Boliim 3.2.4°teki MS kosullarinda analiz

edilmistir.
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Sekil 4.3. Plazma 6rneginde tiirevsiz Heys’e ait iyon piki (A) ve pargalanma sonrasi
spektrumu (B)

Tiirevli yontemle 6rnek hazirlanirken ise tiirevsiz yontemde oldugu gibi
proteinlere veya birbirlerine disiilfit bagi ile baglanmis olan homosistein
molekiilleri serbest homosisteine dithiothreitol ile indirgenir. Ancak bu
asamadan sonra tiirevsiz yontemden farkli olarak alkol ve piridin varliginda
alkil kloroformat ile reaksiyona sokularak aminoasitin karboksil ve amin
gruplarinin esterlesmesi saglanir. Olusan bu yeni molekiil normal homosisteine

gore daha yiiksek bir molekiil agirligina sahiptir.

Sekil 4.4’te serbest haldeki homosistein molekiiliiniin n-propanol ve
piridin varliginda esterlesmesi sonucu olusan homosistein tiirevinin olusumu

gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Homosisteinin propil kloroformat ile esterlesmesi.




Sekil 4.5’te tiirevlendirme islemi uygulanmis plazma 6rneginin taranmasi
ile elde edilen toplam iyon kromatogrami verilmistir. Bu sekilden anlasilacagi
gibi serum/plazma orneklerinde kloroformat ile tiirevlenebilen bircok analit

(aminoasit, yag asidi vb.) bulunmaktadir.

3 TIC
4cu:|—
3cu:|—
2cu:|—
1cu:|—

Sekil 4.5. Tiirevlendirilmis plazma 6rnegine ait toplam iyon kromatogramiu.

10,1 pmol/L. konsantrasyonunda Hcys igeren plazmadan Boliim 3.2.2°deki tiirevli
yonteme gore analiz numunesi hazirlanarak Boliim 3.2.4’teki MS kosullarinda analiz
edilmistir. Analizde segici iyon kullanilmadan tarama modunda c¢aligilarak toplam
iyon kromatogrami ¢ikarilmstir.

Tiirevlendirilerek propil esteri olusturulan homosistein molekiilleri kiitle
spektrometresinde (+) elektrosprey modunda tarandig1r zaman ana iyon olarak
tirevli bilesigin molekiil agirhgmm 1 birim fazlas1 olan 350 iyonu elde
edilmistir. Bu ana iyona voltaj uygulanarak ikincil iyonu tarandiginda ise 350
iyonunun 142’ye parcalandigr gozlenmistir. Bu durumda tiirevlendirilmis
homosistein i¢in 350>142 iyonlar1 tarama iyonlar1 olarak sec¢ilmistir. Ayni
sekilde internal standart olarak kullanilacak homosistein-d4 molekiilii icin de

354>145 iyonlar se¢ilmistir
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Sekil 4.6. Plazma 6rneginde tiirevli Hcys’e ait iyon piki (A) ve parcalanma sonrasi
spektrumu (B).
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Sekil 4.7. Tiirevli yontemle elde edilen Hcys ve Hcys-d4 kromatogramlari. 10,1

pumol/L konsantrasyonunda plazmadan Boliim 3.2.2’deki tiirevli yonteme gore analiz
numunesi hazirlanarak Boliim 3.2.4’teki MS kosullarinda analiz edilmistir.



Yukarida anlatilan iki farkli yontemle elde edilen pik sekillerini ve
olusan pik alanlarim1 karsilagtirmak icin aymi konsantrasyonda homosistein
iceren sertifikali plazma kullanilarak her iki yontemle drnekler hazirlanmisgtir.
Bu hazirlanan 6rnekler kendi mobil fazlari baglanmis olarak LC-MS/MS

sistemine enjeksiyon yapilmistir. Elde edilen pikler Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Tiirevli ve tiirevsiz yontemle elde edilen Hcys piklerinin karsilastirilmasi.
10,1 pmol/L konsantrasyonunda Hcys iceren plazmadan Bolim 3.2.1 ve 3.2.2°deki
tiirevsiz ve tiirevli yontemlere gore analiz numuneleri hazirlanmis ve Bolim
3.2.4’teki MS kosullarinda analiz edilmistir.

Sekil 4.8 incelendiginde tiirevsiz yontemle hazirlanan Orneklerin pik
sekillerinde kuyruklanma olustugu goriilmektedir. Ayni zamanda analiz edilen
molekiil kiiciik oldugundan baz cizgisinde olusan giiriiltiiler daha fazla

olusmakta ve diiz bir baz ¢izgisi olusmamaktadir.

Tiirevli yontemle hazirlanan orneklerde ise baz cizgisindeki giiriiltiide
azalma acik bir sekilde goriilmektedir. Ayn1 zamanda tiirevlendirilen drnekler
daha iyi iyonize olduklarindan pik alanlar1 da tiirevsiz O6rneklerin 2,5-3 kati
kadar yiiksektir. Bu durum hem yOntemin tekrarlanabilirligini hem de

yontemin teshis limitini olumlu yonde etkileyecek faktorlerdir.



4.2. Dithiothreitol Konsantrasyonunun Analiz

Sonuclarma Etkisi
Indirgeme asamasinda  kullanilacak DTT’nin  konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla sirasiyla 0, 50, 100, 125, 250, 500 mM DTT ile 6rnekler

muamele edilmis ve elde edilen pik biyiikliikleri Sekil 4.9’da

karsilastirilmustir.
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Sekil 4.9. Farkli DTT konsantrasyonlari ile muamele edilmis Orneklere ait
kromotogramlar. 10,1 umol/L. konsantrasyonunda plazmadan Bolim 3.2.2°deki
tiirevli yonteme gore analiz numuneleri hazirlanmistir. Numuneler hazirlanirken farkli
konsantrasyonlarda DTT kullanilmigtir.  Numune hazirlama yontemi aynen
uygulanmug ve hazirlanan numuneler Bolim 3.2.4teki MS kosullarinda analiz

edilmistir.

Sekil 4.9’da goriildiigii gibi 250 mM ve 500 mM konsantrasyonlarinda
esit pik alan1 elde edilirken, 125 mM DTT konsantrasyonundan itibaren pik
alaninda azalma goriilmiistiir. DTT ile muamele edilmeyen 6rnekte ise belirgin
sekilde pik alaninda azalma gozlenmistir. Bu sonuglar da plazmada bulunan
toplam homosisteinin ¢ok az bir kisminin serbest halde bulundugunu, geri
kalan kisminin ise farkh sekillerde (proteinlere bagh, disiilfid baglar ile

birbirine bagh vb. ) bulundugunu gostermistir.



4.3. Tiirevli ve Tiirevsiz Yontemlerde Sinyal/Giiriiltii
Oranlarimin Karsilastirilmasi

Analitik yontemler icin analizi yapilacak madde (analit) ve matris icinde
bulunabilecek benzer maddeler (izomerler, metabolitler, bozunma f{iriinleri,
matris bilesenleri vb.) arasindaki ayrim giicii 6nemlidir. Olas1 girisimleri tespit

etmek agisindan potansiyel olarak cakisabilecek maddeler belirlenmelidir.

Spesifiklik ¢aligmasinda temsili bos numunelerin analizi sonucu elde
edilen baz cizgileri Sekil 4.10°da gosterilmistir. Ayrica her iki ydntemle

hazirlanan numuneler i¢in analizin giiriiltiisii incelenmistir.
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Sekil 4.10. Tiirevli ve tiirevsiz yontem icin temsili bos orneklerin analizi ile elde
edilen kromatogramlar. Hcys icermeyen temsili 6rnek kullanilarak Boliim 3.2.1 ve
3.2.2°deki tiirevsiz ve tirevli yonteme gore analiz numuneleri hazirlanmgtir.
Numuneler Boliim 3.2.4’teki MS kosullarinda analiz edilmistir. Her iki yontem icin
sinyal/giiriiltii oranlar1 hesaplanmigtir.

Her iki yontemde de homosisteinin tutunma zamanina denk gelen zaman
araliginda herhangi bir girisim gozlenmemistir. Ancak tiirevli yontem ile
hazirlanan 6rneklerin giiriiltiistiniin tiirevsiz yonteme gore en az 3 kat daha az
oldugu goriilmiistiir. Giiriiltiiniin az olmasimin esas nedeni tiirevlendirilen

homosistein molekiiliiniin daha biiyiik m/z oranina sahip olmasidir.



4.4. Tiirevli ve Tiirevsiz Yontemler Icin Analiz

Sonug¢larimin Dogrulugu

Dogruluk, bir yontemin 6lgiimlerinin gerekce degere yakinligimi ifade

eden bir parametredir. Yalnizca sertifikalandirilmig referans numune ile

hesaplanabilir. Dogruluk c¢alismasinda 10,1 pmol/L konsantrasyonundaki

plazma 6rneklerinden tiirevli ve tiirevsiz yontemle hazirlanan 6rneklerden elde

edilen veriler Tablo 4.1 ve Tablo 4.2’de gosterilmistir.

Tablo 4.1 Tiirevsiz yontem i¢in dogruluk ¢aligmasi. 10,1 pumol/L konsantrasyonunda
Hcys iceren plazmadan Bolim 3.2.1°deki tiirevsiz yonteme gore 6 adet analiz
numunesi hazirlanmis ve Boliim 3.2.4’teki MS kosullarinda analiz edilmistir.

Enjeksiyon Olgiilen HCYS % Dogruluk

L 9,639 %95,44

2. 9,762 %96,65

3. 9,735 %96,39

4. 9,474 %93,80

3. 9,502 %94,08

6. 9,851 %97,53
Ortalama 9,661 % 95,6

Tablo 4.2. Tirevli yontem i¢in dogruluk caligmasi. 10,1 umol/L konsantrasyonunda
Hcys iceren plazmadan Bolim 3.2.2°deki tiirevli yonteme gore 6 adet analiz
numunesi hazirlanmis ve Boliim 3.2.4’teki MS kosullarinda analiz edilmistir.

Enjeksiyon Olciilen HCYS %0 Dogruluk

1 10,256 %101,54

2 10,236 %101,35

3 10,071 %99,71

4. 10,369 %102,66

5 10,245 %101,44

6 10,215 %101,44
Ortalama 10,232 % 101,3




Her iki yontem i¢in de elde edilen dogruluk degerleri de kabul edilebilir
limitler icindedir. Yine de tiirevli yOntem tiirevsiz yonteme gore %3,1

oraninda daha gercege yakin sonuglar vermektedir.

4.5. Tiirevli ve Tiirevsiz Yontemler Icin Ornek
Stabilitesinin Karsilastirilmasi

Numune analize hazirlandiktan sonra saklama veya analiz sirasinda
numunedeki analit veya matris bilesenlerinin stabilitesi yeteri kadar uzun
olmadiginda analiz sonuclarinda onemli sapmalara neden olabilmektedir. Bu

nedenle hazirlanan Orneklerin stabilitesi belirlenmelidir.

Tablo 4.3. Tiirevli ve tiirevsiz yontemler icin stabilite ¢aligmas1. Ornek stabilitelerini
karsilagtirmak icin 10,1 umol/L konsantrasyonunda Hcys iceren plazma
orneklerinden Bolim 3.2.1 ve 3.2.2°deki tiirevsiz ve tiirevli yonteme gore analiz
numuneleri hazirlanmistir. {1k enjeksiyonlarin ardindan oda sicakliginda tutulan ayni
orneklerden 3 saatlik periyotlarla enjeksiyonlar yapilarak oOlctimdeki azalma
izlenmistir. Ik enjeksiyonda elde edilen pik alanlar1 100 kabul edilerek her ii¢ saatlik
periyotta oOl¢iilen pik alanlart gosterilmistir.

Ornek Hazirlandiktan Sonra Gegen Siire

3 saat 6 saat 9 saat 12 saat
Tiirevli Yontem 99,2 98,5 97,1 96,2
Tiirevsiz Yontem 98,2 96,2 94,6 93,3

Sonuclar incelendiginde tiirevsiz yontemle hazirlanan orneklerde 6.
saatten sonra %>5’ten fazla bozulma gozlenmistir. Tiirevli yontemde ise ancak
12. saatten sonra %5’lik bozulma goriilmiistiir. Bu durumda sonuglarda 6nemli
oranda sapma olmamasi i¢in tiirevsiz yontemle hazirlanan Ornekler 6 saat
icinde analiz edilmelidir. Tiirevli yontemle hazirlanan 6rnekler i¢in bu siire 12

saattir.



4.6. Tiirevli ve Tiirevsiz Yontemler Icin Dogrusalligin
Karsilastirilmasi

Gelistirilen bir yontemin kalibrasyon egrisi dogrusalligini analiz edilecek
aralikta koruyor ise Olciimlerde tek standart ile kalibrasyon yapilabilir. Bu
nedenle bir yontem gelistirildiginde hangi aralikta dogrusalligini korudugu

belirlenmelidir.

Dogrusallik calismasinda dokuz farkli konsantrasyonda homosistein
iceren plazma Orneklerinden altisar tekrar olacak sekilde tiirevli ve tiirevsiz
yontemlerle numuneler hazirlanmis ve elde edilen sonuclar Sekil 4.11°de

gosterilmistir.

5,0 5
451
4,0

< J

[] 3,0_

2 =7 ¢

T 2,54

9 20-

[$) J

T 1,5
1,0

A Tarevli Yontem
0,5+ o Tarevsiz Yontem

0,0 T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon (umol/L)

Sekil 4.11. Tiirevli ve tiirevsiz yontem kalibrasyon egrileri. 3,6; 5,05; 7,2; 10,1; 14,4,
21,7, 28,8; 43,4 ve 57,6 umol/L konsantrasyonunda Hcys igeren plazma
orneklerinden Boliim 3.2.1 ve 3.2.2°deki tiirevsiz ve tiirevli yontemlere gore 6’sar
adet analiz numuneleri hazirlanmis ve Bolim 3.2.4°teki MS kosullarinda analiz
edilmistir. Her bir seviye icin ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmis ve
kalibrasyon egrisi cizilmistir.



Dogrusallik caligmasit sonucunda her iki yOntem igin regresyon
katsayilar1 swrasiyla tiirevli yontem icin 0,99912, tiirevsiz yontem icin de
0,99381 olarak hesaplanmigstir. Grafikler incelendiginde her iki yontemin de alt
limitlerde dogrusalligim1 korudugu gozlenmektedir. Ancak {iist limitlerde
dogrusallik bozulmaya baglamaktadir. Tiirevli yontemde kalibrasyon
egrisindeki bozulma yaklagik 50 pmol/L homosistein konsantrasyonunda

baslarken, tiirevsiz yontemde bu deger yaklasik 35 umol/L’dir.

Dogrusalliktaki sapmalara neden olabilecek baglica etkenler iyonizasyon
problemleri ve ornek icindeki bilesenlerin (protein, yag, tuzlar, reaktif
kalintilart vb.) etkisidir. Tiirevli yontemde tiirevsiz yonteme gore ekstra
ekstraksiyon ve ucurma asamasi oldugundan bu bilesenlerin etkisi kismen
azalmaktadir. Bu nedenle tiirevli yontemde daha genis bir konsantrasyon

araliginda dogrusallik devam etmektedir.

4.7. Tiirevli ve Tiirevsiz Yontemlerin Tekrarlanabilirlik
Verilerinin Karsilastirilmasi

Tiirevli ve tiirevsiz yontemlerle hazirlanan 10,1; 14,4 ve 21,7 pmol/L
konsantrasyonlarindaki numuneler i¢in tekrarlanabilirlik caligmasi sonucu elde

edilen relatif standart sapma degerleri sirasiyla Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. Tiirevli ve tiirevsiz yontemler icin %RSD degerleri 10,1 pmol/L; 14,4
umol/L ve 21,7 umol/L.  konsantrasyonunda Hcys iceren plazma orneklerinden
Bolim 3.2.1 ve 3.2.2°deki tiirevsiz ve tiirevli yontemlere gore 6’sar adet analiz
numuneleri hazirlanmig ve Bolim 3.2.4°teki MS kosullarinda analiz edilmistir. Her
bir seviye icin yiizde relatif standart sapma degerleri hesaplanmistir.

Konsantrasyon % Relatif Standart Sapma
(umol/L) Tiirevli Yontem Tiirevsiz Yontem

10,1 2,06 549

14,4 1,77 4,48

21,7 2,03 7,62




Tablo 4.4’teki relatif standart sapma degerleri incelendiginde biitiin
seviyelerde tiirevli yontemin tekrarlanabilirliginin tiirevsiz yonteme gore en az
2,5-3 kat daha iyi oldugu goriilmektedir. Aym veriler ile Sekil 4.12°deki
karsilagtirmali tekrarlanabilirlik grafigi cizilerek fark cizimleri yapildiginda iki

yontem arasindaki tekrarlanabilirlik farklar1 daha net olarak goriilebilmektedir.
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Sekil 4.12. Tiirevli ve tiirevsiz yontemler icin tekrarlanabilirlik grafigi

Iki yontem arasindaki tekrarlanabilirlik farkinin iki esas nedeni vardir:
Bunlardan ilki tiirevsiz yontemde elde edilen piklerin sekillerinin kuyruklu
olmas1 ve baz cizgisinin dalgali olmasi nedeniyle piklerin integrasyonu
sirasinda olusan alan farkliliklaridir. Ikinci nedeni ise tiirevli yontemde elde
edilen piklerin sinyal / giiriiltii oranlarimin tiirevsiz yonteme gore daha yiiksek
olmasidir. (Ornegin tiirevli yontemle elde edilen Hcys piki i¢in S/N: 4302,
tiirevsiz yontemle elde edilen Heys piki icin S/N:1238)



Tiirevlendirme igleminin esas amagclarindan biri de analiz edilen
maddenin molekiil agirligim artirarak baz cizgisindeki diger molekiillerden
kaynaklanan giiriiltiiniin azaltilmasidir. Kiitle spektrometresi sistemlerinde
genellikle diisiik molekiil agirlikli maddeler analiz edilirken baz cizgisinde

daha fazla giiriiltii olugmaktadir.

4.8. Tiirevli ve Tiirevsiz Yontemlerin Laboratuvar Ici
Yeniden Uretilebilirlik Verilerinin Karsilastirilmasi

Laboratuvar i¢i yeniden iiretebilirlik caligmasi sonucu her iki yontemden
elde edilen degerler ile cizilen karsilastirmali grafikler sirasiyla Sekil 4.13°te

verilmistir.

Grafikler incelendiginde tiirevli yontemle farkli giinlerde farkli kisiler
tarafindan yapilan analizlerin tiirevsiz yonteme gore oldukca tutarli oldugu
goriilmektedir. Bunun temel nedeni tekrarlanabilirlik ¢calismasinda gosterilmis
olan farkliliklardir. Ayn1 ¢alisma i¢inde goriilen tekrarlanabilirlik problemleri

farkli caligmalar arasinda da goriilmiistiir.
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Sekil 4.13. Tiirevsiz (A) ve tirevli (B) yontemler igin laboratuvar i¢i yeniden
iretebilirlik grafikleri. 10,1; 14,4, 21,7 ve 28,8 umol/L. konsantrasyonunda Hcys
iceren plazma 6rneklerinden Boliim 3.2.1 ve 3.2.2°deki tiirevsiz ve tiirevli yontemlere
gore 6’sar adet analiz numuneleri hazirlanmis ve Boliim 3.2.4’teki MS kosullarinda
analiz edilmistir. Ayn1 ¢alisma farkli bir giinde farkli bir analist tarafindan hazirlanan
numunelerle tekrarlanip sonuclar karsilastirilmstir.



4.9.Tiirevli ve Tiirevsiz Yontemler icin Tespit ve
Miktarlandirma Limitlerinin Karsilastirilmasi

Kalibrasyon egrisinin egimi ile alan oranlarimn relatif standart
sapmalarina dayanan formiilden yararlanarak tespit (LOD-Limit of detection)
ve miktarlandirma limitleri (LOQ-Limit of quantitation) asagidaki gibi

hesaplanmigtir.

Tablo 4.5. Tiirevli ve tiirevsiz yontemler icin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
(3,30/S) ve (10c/S) formiilleri ile hesaplanmigtir. Boliim 4.6’ da gosterilen kalibrasyon
egrisinden elde edilen egim ve standart sapma degerleri kullamlmistir.

c S LOD LOQ
(umol/L) (umol/L)
Tiirevli Yontem 0,0199  0,9436 0,07 0,23
Tiirevsiz Yontem 0,0696  0,9006 0,24 0,80

Elde edilen sonuglara gore tiirevli yontemin tiirevsiz yonteme gore
yaklasik iic kat daha duyarli oldugu belirlenmistir. Iki yontem arasindaki
duyarlilik farkinin temel nedeni iki yontemde elde edilen sinyal/giiriiltii
oranlaridir. Tiirevli yontemin 3-3,5 kat daha iyi olan sinyal/giiriiltii oram

yontemin yaklagik ayni oranda daha duyarli olmasini saglamstir.



5. GENEL SONUC

Bu tez ¢aligmasinda literatiire yeni giren LC-MS/MS yontemi ile plazma
ve serumda toplam Hcys miktarinin analizi konusuna farkli bir yaklagim
getirilmistir. Daha Once yapilan ¢alismalarda kullanilan Ornekten ekstrakte
edilen Hcys’in direkt analizi yerine Hcys molekiiliine bir alkil grubu baglamak
suretiyle molekiiliin m/z oram artirilmistir. Boylece genel olarak aminositlerin
GC analizleri i¢in kullanilan bir tiirevlendirme yontemi ilk defa homosistein
analizi i¢cin LC-MS/MS sistemine adapte edilmistir. m/z oranindaki artis analiz
esnasinda olusan giirliltiyii azaltmig ve cihazdan elde edilen pik
biiyiikliiklerini artwrmistir. Bu degisimlerin dogal sonucu olarak analitik
yontemler i¢in 6nemli bir parametre olan S/N orani belirgin sekilde artmigtir.
Bu sayede analiz teshis ve tespit limitleri agisindan daha duyarl hale gelmistir.
Daha once yapilan calismalarda 0,3-0,8 pmol/L arasinda degisen teshis limiti
tiirevli yontem ile 0,07 pumol/L. degerine kadar inmistir. Bu sayede ozellikle

diisiik konsantrasyon degisimleri daha kolay tespit edilebilir hale gelmistir.

Ayrica Hcys’in Ornek icindeki kararlilifinda artiy gozlenmistir.
Literatiirdeki ¢aligmalarda %?2,9-6,1 araliginda degisen tekrarlanabilirlik
degerleri de tiirevli yontem icin %]1,8-2,1 arasinda bulunmustur. Ayrica
yeniden iretilebilirlik ve dogrusallik calismalarinda da tiirevli yontemin

tiirevsiz yonteme gore daha tutarli sonuclar verdigi goriilmiistiir.

Literatiirde daha o©nceki Hcys analizlerinde yapilmamis olan DTT

konsantrasyonu optimizasyonu bu tez caligmasi sirasinda yapilmastir.

Sonug¢ olarak tiirev olusturma asamasinin 6rnek hazirlanmasinda ek
asamalar getirmesine karsin, Ozellikle yeniden iiretilebilirlik, dogrusallik,
tekrarlanabilirlik, Ornek stabilitesi ve teshis ve tespit limitleri konularinda

avantajlar sagladig goriilmiistiir.
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