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OZET

GLISIN, GABA, GLUTAMAT VE SERIN’IN KULOMETRIK DETEKTORLU SIVI
KROMATOGRAFIiSI KULLANILARAK MIKRODIYALiZ ORNEKLERINDEN
TAYINI

Wlaa ALQASIM
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Subat 2022
Tez Danismani: Dog. Dr. Erol SENER

Amino asitler beyinde en ¢ok bulunan nérotransmiterlerdir. Bu nedenle, beyin
hiicre dis1 konsantrasyonlarinin 6lgiilmesi sinirbilim alaninda ilgi konusudur. Uyaric
amino asitlerin seviyesinde bir artis veya inhibe edici asitlerin seviyesinde bir azalma
meydana gelirse epilepsi hastaligi ortaya c¢ikmaktadir. Bu g¢alismada, mikrodiyaliz
numunelerinde amino asitlerin beyin dokularindaki tayini i¢in 6n kolon o- ftalaldehit ile
tiirevlendirme kullanilarak ve elektrokimyasal saptama ile ters fazli yiiksek performansh
stv1 kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Yontem sirasinda sabit faz olarak bir silika
Agilent Zorbax Eclipse C18 (3.0mm x 150 mm, 5 um partikiil boyutuna) kolonu,
hareketli faz olarak ise gradiyent eliinte kullanilmigtir. Calisma tamponu olarak fosfat
tamponu (50 mM, pH: 6,5) belirlenmistir. 0,8 mL/dk akis hizinda ¢alisilmistir. 10 uL
enjeksiyon hacmi ve kolon sicaklig1 40°C olarak ayarlanmistir.

Gelistirilen yontem ilgili ICH kilavuzu’ne gore valide edilmis; yontem kesinlik,
dogruluk, dogrusallik, secicilik parametreleri yoniinden uygun bulunmustur. Saptama
sinir1 ve tayin siirt degerleri sirasiyla Glutamik Asit 0,02 pg/mL ve 0,06 pg/mL, Glisin
icin 0,05 pg/mL ve 0,02 pg/mL’dir. Gamma aminobutirik asit i¢in 0,3 pg/mL ve 1,01
pg/mL, Serin i¢in 0,13 pug/mL ve 0,4 pg/mL olarak hesaplanmistir. Yontemin
dogrusallik araligi 0,05-2 ug/mL bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Amino Asit, HPLC-EKD, Microdiyaliz, Epilepsi, o- ftalaldehit.



ABSTRACT

Determination of Glycine, GABA, Glutamate and Serine from microdialysis samples
using liquid chromatography with coulometric detector

Wilaa ALQASIM
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, February 2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Erol SENER

Amino acids are the most abundant neurotransmitters in the brain. Therefore, the
measurement of Amino acids concentrations in the brain extracellular is of importance
in the field of neuroscience. Epilepsy occurs whenever an increase in the level of
excitatory amino acids or a decrease in the level of inhibitory acids. In this study, the
reverse-phase high-performance liquid chromatography-electrochemical detection
method has been developed for the determination of amino acids in microdialysis
samples of brain tissues, utilized derivatization with front column o- ftalaldehit and
electrochemical detection. The chromatographic separation was performed on, a silica
Agilent Zorbax Eclipse C18 (3.0mm x 150 mm, 5 pum particle size) column, using
phosphate buffer (50 mM, pH: 6,5) was determined as working buffer. The method was
conducted in a gradient mode with a flow rate 0,8 ml/min,10 pL injection volume, and
40°C.

The method was developed and validated, according the ICH guideline;
Analytical parameters system suitability, specificity, linearity, precision, repeatability
accuracy, LOD/LOQ and stability of standard solution were determined by validation
procedure and found to be satisfactory. The values of the detection limit and quantity
limitations were calculated as follows 0,02 pg/mL, 0,06 png/mL for Glutamic asid, 0,05
ug/mL, 0,02 pg/mL for Glisine, 0,3 pg/mL, 1,01 pg/mLfor Gamma aminobutiric asid,
0,13 pg/mL, 0,4 pug/mL for Serine. The linearity range of the method was 0,05-2
ug/mL.

Keywords: Amino acid, HPLC-ECD, Microdialysis, Epilepsy, o- ftalaldehit.



TESEKKUR

Calismam boyunca sabir ve ilgiyle bana yardimci olan, her zaman bilgi ve

tecriibeleri ile bana yol gdsteren degerli hocam Erol SENER’e,

Analitik Kimya Anabilim Dali’nin degerli hocalarina ve arkadaslarima ve her

zaman benim destekleyicim olan sevgili aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait 6zgiin bir ¢alisma oldugunu, ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve bilgiler i¢in
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu c¢aligmanin
Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programiyla

2

tarandigin1 ve hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

vii
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1. GIRIS VE AMAC

Amino asitler beyinde en ¢ok bulunan nérotransmiterlerdir. Norotransmiterler
sentezlenir ve presinaptik terminallerde depolanir ve postsinaptik hiicrelerdeki spesifik
reseptorlerle stimiilasyon iizerine terminallerden salinir. Cesitli amino asitlerin [6rn.,
Glutamat (Glu), glisin (Gly), ve y-aminobiitirik asit (GABA), serin 'nin, beyin
norotransmisyonunda ve farkli alanlarda 6nemli rol oynar. Bu nedenle, beyin hiicre dis1
konsantrasyonlarinin Olgiilmesi, sinirbilim alaninda ilgi konusudur (Piepponen ve
Skujins, 2001).

Amino asitlerin genel eksikligi konsantrasyon bozukluguna, motivasyon kaybina,
uykusuzluga, duygu bozukluklarina, anksiyeteye, depresyona neden olabilen beyin
aktivitesi i¢in hayati Oneme sahiptir. Amino asitler sinir sistemi i¢in gerekli
norotransmiterlerin liretimi i¢in gereklidir ve ©onemli proteinlerin yapiminda rol
alirlar. Kotli beslenme, amino asit eksikligine yol acabilir ve amino asit eksikligi i¢in
genetik bir potansiyele yol agabilir. Amino asit kullanimi, paroksismal bozukluklar ve
epilepsinin psikopatolojik bilesenleri ilizerinde biiylik 6l¢iide etkilidir. Ayrica, amino
asitler genellesmis epilepsiyi fokal epilepsiye doniistirmede ve epileptik ndbet sikligini
azaltmada etkili olabilir (Ebrahim ve Ebrahimi, 2015).

Mikrodiyaliz, ¢esitli farmakolojik veya fizyolojik manipiilasyonlar sirasinda amino
asit norotransmiterlerinin hiicre dis1 konsantrasyonunun belirlenmesine izin veren giiclii
bir tekniktir. Mikro diyaliz numunelerinde nispeten diisiik konsantrasyonlarda amino asit
varlig1, bunlarin belirlenmesi igin hassas bir analitik yontem gerektirmektedir. On kolon
tirevlendirme ve elektrokimyasal saptama ile ters fazli yliksek performansli sivi
kromatografisi (YPSK), mikrodiyaliz yontemi amino asitlerin analizi i¢in tercih edilen
yontemlerdir. Bu ¢alismada, 5 pm partikiil boyutuna sahip bir silika Agilent Zorbax
Eclipse C18 (3.0mm x 150 mm) kolon iizerinde gradient kromatografi ve YPSK
elektrokimyasal dedektor (EKD) kullanilmistir. Amino asitler o- ftalaldehit (OPA) ile
tiirevlendirilmistir (Piepponen ve Skujins, 2001).

Bu ¢alismanin amaci, beyin alanlarinda amino asitlerin tayini i¢in (GABA, GA,
serin ve GLY)'nin 6nerilen (OPA) tlirevlendirme reaksiyonu kullanilarak giivenilir, basit,

dogru, daha hizli ve ekonomik bir gradient YPKS-EKD ydntemi gelistirmektir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Amino Asitler Genel Bilgi

Amino asitler (AA) proteinin yap1 taglaridir ve metabolik islemlerde 6nemlidirler.
Amino asitler ayrica canli organizmalarin biiyiik kismini olustururlar. Bazi hastaliklarda
ve parenteral niitrisiyonda gerekli olan amino asitlerin gereksinimi gida ile
karsilanmiyorsa gerektiginde aminoasitler takviye edilmelidir. Amino asitler ayni
zamanda ila¢ ve hammadde olarak kullanilir. Bu nedenle, farmasétik kullanim maddeleri
olarak muamele edilmeleri ve buna gore Farmakope’de tek parga haline getirilerek

tutulmalar gereklidir (European Pharmacopoeia 8th EditionEDQM, Strasbourg, 2016).

2.1.1. Glutamat

Kimyasal adi 2-Aminopentandioik asit ve kimyasal formiilii CsHoNO4. 147,
13 g/mol molekiiler agirliga sahiptir. Sekil 2.1.’de GA’in molekiill formiili
goriilmektedir. Beyaz kristal toz seklindedir, suda ¢oziiniir (8,64 mg/mL). pKa degeri a
-karboksilik asit i¢in (2,10), a —amino (9,47), yan zincir (4,07’dir). Polar 6zellik gosteren

bir amino asittir.

O/ OH

NH,

Sekil 2.1. GA 'in molekiil formiilii (http-3)

Glutamat esansiyel olmayan amino asitlerden biridir. L-Glutamat, beyinde en ¢ok
bulunan serbest amino asittir ve omurgali merkezi sinir sisteminin baskin uyarici
norotransmiterlerindendir. Bir¢ok islevi arasinda L-Glutamat, sinaptik bakim ve
plastiklikte kritik bir rol oynar (McDonald ve Johnston, 1990).

NMDA reseptorleri uyarildiginda, hiicre igine Na*ve Ca?* gecisini
arttirarak hiicrenin depolarizasyonuna neden olur (Willetts, Balster ve Leander, 1990).



Glutamat noronlart spesifik olarak serebral kortekste bulunur. Patolojik kosullar
altinda, L-Glutamat ve diger uyarict amino asitlerin agir1 salinimui, sinir hiicrelerinin asir1
uyarilmasindan dolay1 beyinde eksitotoksik lezyonlara yol agabilir. Eksitotoksisitenin
travma, inme, epilepsi ve hipoglisemi gibi hastaliklarda ortaya ¢ikan noral hasarda 6nemli

rol oynadig: diisiiniilmektedir (Meldrum, 1993).

2.1.2. Glisin

Kimyasal adi 2-Aminoetanoik asit ve kimyasal formiilii C2HsNO2’dir. 75,067
g/mol molekiil agirliga sahiptir. Suda iyi ¢6ziiniir (24,99 g / 100 mL 25°C’de). Erime
noktas1 233°C’dir. Renksiz, kokusuz, tatli tatlandirici kristal sekilde kat1 bir amino asittir.

Sekil 2.2.’de goriildiigii gibi apolar bir amino asittir.

o

NH2

OH

Sekil 2.2. Gly nin molekiil formiilii(http-4)

Glisin, bir amino grubu ve bir karbon atomuna bagli bir karboksil (asidik)
grubundan olusan en basit amino asittir. Memelilerde glisin, gerekli olmayan amino
asitlere aittir (Vannier ve Triller, 1997). Glisin amino asidi, sinir sistemi tarafindan
kullanilir ve epileptik nobetlerin 6nlenmesinde, sinir sisteminde bir norotransmitter
inhibitorii olarak fonksiyon gosterir aynt zamanda manik depresyon ve hiperaktiviteyi
tedavide kullanilir. Glisin, merkezi sinir sisteminde, 06zellikle omurilik, beyin
kokii ve retinada kendi reseptoriine baglandiginda kloriir iletkenliklerini aktive eden
onemli bir inhibe edici nérotransmiterdir. Glisin, hiicrelerdeki bir¢ok makro molekiil igin
onemli bir bilesendir. Dogadaki en basit amino asittir, D veya L kimyasal
konfigiirasyonu yoktur. Glisin, viicuttaki endojen sentezinin varligindan dolay1
geleneksel olarak memeliler (insanlar, domuzlar ve kemirgenler dahil) igin esinseyel
olarak gerekli olmayan bir amino asit olarak smiflandirilmistir. Glisin, viicut
proteinlerinde toplam amino asitlerin %11,5'ini ve amino asit azotunun %20'sini temsil

eder. Glisinin faydalari su sekildedir:


https://tr.wikipedia.org/wiki/Apolar
https://tr.wikipedia.org/wiki/Aminoasit
https://tr.wikipedia.org/wiki/Omurilik
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Beyin_k%C3%B6k%C3%BC&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Beyin_k%C3%B6k%C3%BC&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Retina
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/chloride-conductance
https://www.sciencedirect.com/topics/psychology/neurotransmitters

1. Glisin, beyinde c¢alisarak potasyum ve kloriirii ortadan kaldirip sinir sisteminin
asir1 uyarilmasini durdurur.

Doku hasarini dnler.

Anti-oksidatif kapasiteyi artirir.

Protein sentezini arttirir ve yara iyilesmesini hizlandirir.

Bagisiklig1 kuvvetlendirir.

© g > w DN

Kanserler ve cesitli enflamatuar hastaliklardaki metabolik bozukluklar1 tedavi

eder (Wang ve Wu, 2013).

2.1.3. Gama aminobiitirik asit

Kimyasal adi 4-Aminobutanoik asit ve kimyasal formiilii C4H9NO2’dir. 103,120
g/mol molekiiler agirligina sahiptir. Sekil 2.3’te  GABA’in molekiill formiili
goriilmektedir. Beyaz mikrokristal toz seklindedir. 130 g/100mL suda ¢oziiniir. PKa
degeri karboksil grubu 4,031, amino grobul0,556’dur.

OH

NH

0]
Sekil 2. 3. GABA 'in molekiil formiilii(http-5)

GABA, beyindeki en yaygin engelleyici norotransmiterdir. GABA 1883'te
kesfedilmis ve inhibe edici islevi 1950'lerin sonlarinda ilk kez beyinde tespit edilerek
Bazemore ve arkadaslar1 tarafindan agiklanmistir (Bazemore ve Elliott vd, 1956).
Omurgali ve omurgasizlarin sinir sistemlerinde norotransmiter olarak kullanilan ilk
amino asittir. GABA protein olmayan bir amino asittir. Son yillarda, benzodiazepinler
gibi ilaclarin GABA’in etkilerini arttirdig: tespit edilmis ve bu ilaglar epilepsi tedavisinde
kullanilmaya basglanmistir (Michaeli ve Fromm, 2015). GABA, prokaryotlarda ve
Okaryotlarda serbest amino asit havuzunun 6nemli bir pargasidir. GABA, hayvanlarin
beyin hiicrelerinde, ayn1 bolgedeki diger norotransmiterlerden yaklagik 1000 kat daha
fazla olan yiiksek konsantrasyonda bulunur (Zanan ve John vd, 2018, Moss vd, 1996).



2.1.4. Serin

Kimyasal adi 2-Amino-3-hidroksipropanoik asittir. C3H7NO3 kimyasal
formiiliine sahip, 105,09 g/mol molekiiler agirliginda bir amino asittir. Beyaz kat1 kristal
goriintimliidiir. Suda iyi ¢oziliir 360g/100mL. PKa degeri karboksil grubu 2,21, amino

grubu 9,15°tir. Proteinlerin biyosentezinde kullanilan bir polar a-amino asittir.

O

H
OH O

NH2
Sekil 2.4. Serin'in molekiil formiilii (http-2)

Serin, gidalardan temin edilen veya viicut tarafindan glisin de dahil olmak {izere bir
dizi metabolitlerden sentezlenen, gerekli olmayan bir amino asittir. Serin; soya fasulyesi,
findik (6zellikle yer fistigi, badem ve ceviz), yumurta, nohut, mercimek, et ve balikta
(6zellikle kabuklu deniz hayvanlarinda) bulunur. Yeterli miktarda alinmadiginda viicut
tarafindan tretilir. Cogu amino asitte oldugu gibi serin igeren yiyecekler alindiginda,
molekiil ince bagirsakta ekstrakte edilir ve dolasim esnasinda emilir. Glisin viicutta
dolastig1 esnada kan-beyin bariyerini gecer ve diger bir¢ok molekiille metabolize
olduktan noronlara geger. Boylece hiicrelerdeki serin miktart bu metabolik siireclerle
diizenlenir. Cok fazla alindiginda, sadece bir kismi glisine doniistiiriiliir ve geri kalani

folat ve diger bir¢ok proteine metabolize edilir (Kapalka, 2010).

2.2. Amino Asit Reseptorleri

2.2.1. Glutamat reseptorii

Merkezi sinir sistemindeki uyarici iletimin birincil aracilaridir ve c¢ogunlukla
astrositler ve oligodendrositler gibi postsinaptik néronal ve glial hiicrelerin dendritlerinde
bulunur. Iki sinif reseptdrden olusur; birincisi ligand kapili iyon kanallar1 (iyonotropik
reseptorler) ve ikincisi G-protein bagli (metabotropik) reseptorlerdir. Glutamat

reseptorleri; iyonotropik reseptorler, metil-D-aspartat (NMDA), amino-3-hidroksi-5-
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metilizoksazolpropiyononik asit (AMPA), kainat N -metil- d-ve quisqualate

reseptorlerinden olusur.

Iyonotropik reseptdrlerin kendileri ligand kapili iyon kanallaridir, yani kanallar
yalnizca glutamat gibi bir ligand molekiiliiniin baglanmasina kars1 agilir. Ligand reseptore
baglandiginda, Na* ve Ca?* gibi yiiklii iyonlar reseptor kompleksinin merkezindeki bir
kanaldan geger. Bu iyon akisi, plazma zarinin depolarizasyonuna ve noron siirecinde
(dendritler ve aksonlar) bir sonraki elektrik akiminin olusmasina neden olur. Glutamat
reseptorleri, ndronal gelisim, sinaptik plastisite, eksitotoksisite, agr1 algilama, 6grenme

ve hafiza i¢in gereklidir (Jonas ve Monyer, 1999).

2.2.2. Glisin reseptorii
Glisin reseptorleri (GlyR'ler), omurilikte ve beyin sapinda hizli inhibe edici

ndrotransmisyona aracilik eden ligand kapili kloriir iyon kanallaridir (Avila vd, 2013).

2.2.3. GABA reseptorleri

GABA erjik ndrotransmisyonla ilgili ii¢ tip reseptor vardir: GABA A, GABA g ve
GABAc. Bu reseptorler, yapt ve farmakolojideki  farkliliklara  gore
simiflandirilmigtir. GABA Ave  GABA ¢, iyonotropik reseptorlerdir. GABA B,
metabotropik G proteinine bagl bir reseptordiir (Moss ve McDonald vd, 1996).

2.2.3.1. GABAA reseptorii

Merkezi sinir sisteminin toplam sinapslarmin yaklagik %20-50'si inhibitor
GABAA reseptorleri igerir ve beyindeki ana reseptorlerdir. GABA, sirasiyla hem hizli
hem de yavas inhibe edici reseptorler (GABAave GABAB) lizerinde hareket
edebilir (Stein ve Nicoll, 2003, Zanan ve John vd, 2018).

GABAAreseptorleri, Cys ilmigi ligand kapili iyon kanali siiper ailesinin iiyeleridir.
Bu kanallar, iki sistein (Cys) kalintis1 arasinda yer alan yiiksek oranda korunmus 13
amino asitten olusan tipik bir dongiiden olustugu i¢in Cys dongiisii olarak adlandirilir.
GABAA reseptorleri hiicre zar1 boyunca kloriir iletkenligini artirir (Stein ve Nicoll, 2003,
Zanan ve John vd, 2018, Goetz ve Arslan vd, 2007).
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2.2.3.2. GABAg reseptorii
GABAg reseptorleri, metabotropik G proteinine bagl reseptorlerdir ve kalsiyum ve

potasyum sinyal mekanizmasi yoluyla sinyal ileten G proteini yoluyla etki eder (Bettler
vd, 2004, Zanan vd, 2018).

GABAB reseptoriiniin, presinaptik fazda kalsiyum kanallarini inhibe ederek
ndrotransmisyonu inhibe ederken, postsinaptik fazda G proteinine bagl potasyum sinyali
yoluyla inhibitér etki irettigi bulunmustur (Rahman ve FRS, 2002). Klonlama ve
mutagenez gibi molekiiler ¢alismalar, GABAR reseptorlerinin merkezi sinir sisteminin

onemli bir pargasi oldugunu gostermistir (Sanger ve Munonyara vd, 2002).

2.2.3.3. GABAC reseptorii

GABAC reseptorleri, verici kapili  iyon kanallarinin siiper ailesinin ve
GABAA reseptorlerinin alt sinifinin iiyeleridir. Bu reseptorler, rho alt birimlerinden
olusur ve retinada yiiksek ekspresyona sahiptir. GABACc reseptorleri yapisal olarak
GABAA reseptorlerine benzer ve dort transmembran alani olan bes alt birimden olusur.
Bununla birlikte, bu reseptorlerin her ikisi de biyokimyasal, farmakolojik ve fizyolojik
olarak farklhidir. GABAC reseptorleri, kanalin uzun ortalama agilma stiresi, diisiik

iletkenlik ve diislik duyarsizlagtirma orani gibi ti¢ ayirt edici 6zellige sahiptir (Zanan ve
John vd, 2018).

2.3. Amino Asitlerin Metabolizmasi

2.3.1. Glutamat metabolizmasi

Glutamat transaminasyon ile sentezlenir. Glutamat, elfe ketoglutarat ve
amonyaktan glutamat dehidrojenaz etkisiyle de sentezlenir. Glutamat dehidrojenaz
(GDH), ko-enzim olarak NAD * veya NADP * kullanarak glutamat, aKG ve amonyak
arasindaki reaksiyonu katalize eder. Beyinde, bu reaksiyon normalde bir oksidatif
deaminasyon olarak ilerler, yani glutamat aKG'ye ve amonyaga oksitlenir (Madsen ve
Schousboe vd, 2012).

2.3.2. GABA'in metabolizmasi
GABA metabolizmasi, glutamata gore daha az karmasiktir. ilk olarak Roberts ve
Frankel tarafindan gosterildigi gibi GABA, glutamatin glutamik asit dekarboksilaz
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(GAD) tarafindan dekarboksilasyonu ile sentezlenir. GAD, farkli molekiiler agirliklara,
katalitik ve kinetik 6zelliklere ve hiicre alt1 lokalizasyonuna sahip iki izoformda bulunur.
GAD 65 Ve GAD 67 'de nébet kontrolii i¢in 6nemlidirler (Madsen vd, 2012).

2.3.3. Glisin’in metabolizmasi

Glisinin genelde birkag yolla sentezlenir:

e Serin, serin hidroksimetiltransferaz (SHMT) yoluyla

e Sarkozin olusumu yoluyla

e Treonin, treonin dehidrojenaz yolu (¢ogu memelide ancak insanlarda degil)
e Glyoxalat, aKG trensmineyiz yoluyla

e L -karnitinin endojen sentezi sirasinda sentezlenir (Wang vd, 2013).

2.3.4. Serin'in metabolizmasi

Serin, 3-fosfogliserattan su sekilde sentezlenir:

3-fosfogliserat —* fosfohidroksil-piruvat — fosfoserin — serin

3-fosfogliserattan fosfohidroksil-piruvata dontisiim fosfogliserat
dehidrojenaz enzimi ile sentezlenme saglanir. Bu enzim, bu yoldaki anahtar diizenleyici
adimdir. Fosfogliserat dehidrojenaz, hiicredeki serin konsantrasyonu ile
diizenlenir. Yiiksek konsantrasyonlarda bu enzim inaktif olacak ve serin
tiretilmeyecektir. Diisiik serin konsantrasyonlarinda enzim tamamen aktif olacak ve

serin bakteri tarafindan tiretilecektir (Pilzer ve LI, 1963).

2.4. Epilepsi

Epilepsi, diinya niifusunun neredeyse %]1'ini etkileyen merkezi sinir sisteminin en
yaygin norolojik hastaliklarindan biridir. GABAa ve GABAGg reseptorleri GABAerjik
norotransmisyonunda rol oynar. GABAerjik iletimde genetik veya bagka nedenlerle
gerceklesen herhangi bir eksiklik, epileptik nébetlere yol agabilir (Yudkoff vd, 2005).
Epilepsi, diger nedenlerin yani sira, bu iki islev arasindaki dengede meydana gelen

bozukluklardan kaynaklanir: uyarici amino asitlerin seviyesinde bir artis veya inhibe edici
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asitlerin seviyesinde bir azalma. Beyindeki uyarici ve inhibitér ndrotransmiter arasindaki
dengesizlik, insan ve hayvan modellerinde epileptik nobetlerin neden oldugu bir
mekanizma olarak kabul edilmektedir. Epileptojenik serebral kortekste glutamat, aspartat
ve glisin konsantrasyonlar1 énemli Slgiide artar. Glutamat metabolizmasinda yer alan

enzimlerin, glutamat dehidrojenazin aktivitesi de artar.

Glutamat konsantrasyonlari, epileptik hipokamplarda daha yiiksektir ve ndbet
baslangicinda potansiyel olarak eksitotoksik seviyelere ulasmadan Once artar, frontal
veya temporal kortikal epileptojenik odaklar. Ayrica 6zellikle yogun ndbetler veya status
epileptikus sirasinda aspartat, glutamat ve serin salgilar. GABA ise tam tersine, epileptik
hipokampta muhtemelen bagl olarak gecikmis ve zayif GABA tasiyicilarinin sayisinda

ve verimliliginde bir azalma gosterir (Sherwin, 1999).

Glutamat, memeli merkezi sinir sisteminde (CNS) Onemli bir uyarici
norotransmiterdir, 6grenme ve hafiza gibi daha yiiksek beyin fonksiyonlar1 igin
anahtardir. Bununla birlikte beyindeki asir1 glutamat, eksitotoksisiteye, bu da epilepsi
dahil olmak iizere ¢ok sayida CNS patogenezine neden olur. Ornegin, glutamat
eksitotoksisitesi, epileptik aktivitenin baglangicinda, yayilmasinda ve devaminda énemli
bir rol oynar. GABA ise bunun aksine, CNS'de majér bir inhibitor
norotransmiterdir. GABA esas olarak glutamattan ve ndron terminalerindeki glutamat
dekarboksilaz tarafindan sentezlenir. Hem insan hem de hayvan modellerinde, GABA'nin
epilepsinin patogenezinde ve tedavisinde kritik bir rol oynadigi da gosterilmistir.
BOS'taki GABA konsantrasyonlari, epileptik hastalarda ve hayvan nobet modellerinde
azalmistir. Glutamat ve GABA'ya ek olarak, aspartat, glisin, serin ve taurin gibi diger
amino asitler, norotransmiterler olarak c¢alisir ve epilepsinin patofizyolojisini
degistirebilir. Glisin, inhibe edici amino asitlerden biridir. Beyindeki glisin
konsantrasyonunun artmasi antiepileptik etkiye sebep olmaktadir. Fakat, glisini dogal
haliyle hastalara uygulamak imkansizdir; c¢iinkii CNS hedef boélgelerine ilaglarin

ulagmasini engelleyen kan-beyin bariyerini gegememektedir (Ogawa vd, 2019).



2.5. Ortho-Phthalaldehyde (OPA)

Dialdehit grubunun en Onemli bilesigi ve genel olarak amino asit'lerin
tiirevlendirilmesi i¢in en ¢ok kullanilan reaktiflerden biridir. OPA, yiiksek giivenilirlik
gosterir ve kullanimi kolaydir. Bir borat tamponu ve tiol bilesigindeki birincil AA'larla
bir fliloresan izoindol tiirevine bir dakika veya daha kisa siirede reaksiyona girer ve
florimetrik saptamaya uygun bir siibstitiie edilmis izoindol tiirevi olusturur. Sekil 2.5’te
OPA (o- ftaldialdehit), 2-merkaptoetanol varliginda bir amino asit ile reaksiyonu

goriilmektedir.

Bu yontemle, bir kolonla ayrilan her bir amino asit, asagida gosterildigi gibi bir
floresan bilesik olusturmak icin OPA ve merkaptoetanol ile reaksiyona sokulur ve
bilesigin floresans veya absorbansinin yogunlugu, kalitatif veya kantitatif belirleme i¢in
Olgiilir. AA'lerin OPA tiirevlerinin stabilitesini etkiledigi faktorler; OPA reaktiflerinin
hazirlama ve saklama kosullari, AA'lerin davranisi ve molekiiler yapilaridir (Hanczk ve

Perl, 2003, Kiihnreich, 2016).

SCH2CH20H

s HN R SHCH,CH,OH
PAS Mercapto ethanol ~

OPA Amino asit Floresan hilesik

Sekil 2.5. OPA (o- ftaldialdehit), 2-merkaptoetanol varliginda bir amino asit ile reaksiyonu

2.6. Ters Faz Sivi Kromatografisi

Etkili bir ayirma metodu, birbirine benzer ¢ok sayida analitin bulundugu karigimlari
analiz edebilmelidir. YPSK ile yapilmis arastirmalara bakildiginda, kromatogramlar
dogrudan hem kalitatif hem de kantitatif gibi bilgiler saglar, karisimdaki her bilesen
onceden belirlenen kosullar altinda kendine ait bir alikonma zamanina sahiptir ve her bir

sinyalin hem alan1 hem de yiiksekligi ilgili bilesen miktar ile dogru orantilidir.
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YPSK teknigi ile yapilmis arastirmalar, bu teknigin olduk¢a etkili oldugunu
gostermistir. Diger bir avantaji; bu teknik kisa zamanda hatasiz sonuglara olanak saglar.
Bu yontem, ¢esitli maddelerin, hareketli bir faz yardimiyla, sabit bir faz tizerinde, degisik
hizlarla hareket etmeleri veya siirliklenmeleri esasina dayanir. Martin ve Synge, teorik
olarak; sabit fazin oldukea kiiciik partikiillere sahip olmasi gerektigini bundan dolay1 da
hareketli fazin kolon igerisinde siiriiklenebilmesi icin yliksek bir basincin gerekli
oldugunu 1941°den de 6nce biliyorlardi. Bu yontemler arasinda YPSK-EKD testi, yiiksek
duyarliligt ve kesinligi nedeniyle klinik alanda en yaygin kullanilanmidir. Yiiksek
performansl sivi kromatografisi (YPSK) norobilimde en yaygin kullanilanlardan biri
olmasina ragmen, amino asit ndrotransmiterlerinin analizi i¢in bir¢ok ayirma yaklagimi
mevcuttur ve bu nedenle bu yontemlerin tespiti
icin bir tiirevlendirme prosediirti gerekmektedir (Zandy ve Doherty vd, 2017).

Beyin dokusundaki amino asit seviyelerinin belirlenmesi, geleneksel olarak
elektrokimyasal saptama (EKD) ile yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Amino asitler (OPA) kullanilarak kolondan once
tiiretilmesi, miktarlarinin belirlenmesi i¢in en yaygin kullanilan yontem olmustur (Chan
ve Lin vd., 2010). YPSK i¢in EKD saptamasinin iki teknigi vardir: amperometrik ve
kulometrik. Amperometrik tekniginde, analitin bir kismi1 (genellikle %5 ila %]15)
oksitlenir veya indirgenir. Bu, analitin esasen %100 doniistiiriilmesini saglayan
kulometrik dedektoriin tersidir. Analitik hiicrenin Oniine ek bir elektrokimyasal hiicre
yerlestirerek, ilgilenilen analit ile birlikte ayrisabilen bilesikleri oksitlemek veya azaltmak
miimkiindiir, béylece analize miidahale etmek engellenir. Hem amperometrik hem de
kulometrik EKD yontemleri, mobil faz (¢6ziinen) ile elektrot yiizeyi arasindaki elektron
transferine baglidir. Bu nedenle, mobil faz kompozisyonu kritiktir. Mobil faz, elektrolitin
iyonlagmasina izin vermek icin yeterince yiiksek bir dielektrik sabitine sahip olmali ve
elektrot yiizeyinde elektrokimyasal olarak inert olmalidir (yani arka plan akimi diisiik
olmalidir). Kolon ve bilesimlerin boyutu yontemin duyarliligini1 belirlemede 6nemli

faktorlerdir (Acufiaa ve Trias, 2009).
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2.7. Amino Asit Tayini ile Tlgili Cahsmalar

Dorresteijn vd. (1996), birincil amino asitlerin o -ftalaldehit-2-merkaptoetanol
tiiretme kullanilarak kantitatif tayininin dogrulugu ve duyarliligi agisindan optimal
reaksiyon kosullarinida belirlemek i¢in bir YPSK floresanlar1 dedektor kullanilarak yeni
yontem gelistirmiglerdir. Bir 335 nm'lik uyarma dalga boyu ve bir emisyon 425 nm dalga
boyu kullanilmistir. 1 mL/dk'lik bir akis hizi kullanilmistir ve 35°C'de (150x3,9 mm )
kolon kullanilarak AA’lerin ayrilmasi gergeklesmistir. Mobil faz, Milli-Q Su (pH 6,8)
olarak %32 (v/v) metanol ve 20 mmol/L fosfattan olusuyordu. Calismanin belirlenen
kosullar altinda, LOD GA, SER, GLY sirayla (71, 125, 224 fmol) iyi bir dogruluk,

9%0,6'lik bir kesinlik ile sonu¢landirmislardir.

Khuhawar vd (2003), beyin-omurilik sivisinda (BOS) GABA tayini i¢in, 2 hidroksi
ftaldialdehit ile kolon oncesi tiirevlendirilerek 330 nm’de UV deteksiyon ile bir YPSK
yontemi gelistirmiglerdir. YPSK yonteminde ise Phenomenex C18 (150x4,6 mm, 5 um )
kolonu kullanilmistir. Hareketli faz olarak, metanol: su (62:38 v/v) izokratik eliisyon
kullanilarak, enjeksiyon hacmi SmL olacak sekilde ve 1 mL/dk akis hizinda galigiimistir.
GABA analiz yapilan karisimda ¢ok amin ve amino asit varliginda GABA’nin segici
olarak ayrildig1 gosterilmistir. Yontemin beyin-omurilik sivisindaki GABA miktarinin
19-22 pg/mL olarak 6l¢tildiigli bulunmustur. Yontemin dogrusalligi GABA i¢in 1,2-28,0
ug/mL araliginda bir kalibrasyon egrisi elde edildigi ve bagil hata £%0 ila %2,5 arasinda
ve 2,8 ng/mL saptama siirt LOD degeri bulunmustur.

Zacharis vd (2004), insan biyolojik sivilarinda GABA’in otomatik olarak OPA ile
tirevlendirilerek YPSK yontemiyle online tayini i¢in bir ¢aligma gerceklestirmislerdir.
YPSK yonteminde ise, bir koruma kolonuyla Cigbagli silika korunan (250 mm x
4,6 mm) ve Cig Kromasil (4 um) kolonu kullanilmistir. Hareketli faz olarak, A hattinda
ise (0,015 mol/ mL) sulu CH3COONHs ve B hattinda CHs bir gradient eliisyon
kullanilarak, 1,2 mL/dk akis hizinda ¢alisilmistir. Sirali enjeksiyon analizi (SIA) teknigi
ile o-ftaldialdehitin floresans ajan olarak kullanildig: tiirevlendirme islemlerinde optimize
edilen maksimum duyarlik kosullarinda analizlerin yapildig: bildirilmektedir. GABA'in
tutulma stiresi 12,1 dakikadir. Yontem GABA i¢in 0,01-3,0 pg/mL araliginda
dogrusaldir ve geri kazanimi GABA i¢in %96—103 araliginda bulunmustur. Yontem 1yi
hassasiyet, kesinlik ve dogruluk saglamaktadir. Insan idrar1 ve beyin-omurilik sivisinda

pg/mL (ppb) diizeyinde GABA tayini gdsterilmistir.
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Clarke ve Malone (2007), sigan beyin hipokampus bolgesinde GABA ve L-GA’nun
naftalin-2,3-dikarboksaldehit (NDA) ile tiirevlendirilerek YPSK EKD ve FLD yontemle
ile tayinleri i¢in bir calisma gerceklestirmislerdir. EKD sisteminde ise, ters fazli Luna
C18 Phenomenex (250 mmx4,6 mm, 5 p) kolonu kullanilmistir. Mobil faz olarak, 0,1M
Na;HPOs + 50 uM EDTA (pH 5,6) ve MEOH (35:65) YPSK dereceli bir karisimdan
olusuyordu. Enjeksiyon hacmi 20 mL olacak sekilde ve 0,65 mL/dk akis hizinda
calisilmis. Kolon 30°C'lik bir sicaklikta tutulmus ve karbon calisma elektrodu +0.8'de
ayarlanmistir. FLD sisteminde ise, ters fazli Luna C18 Phenomenex (150 mm x 2 mm, 3
w) kolonu kullanilmistir. Mobil faz olarak, 0,1 M NaoHPO4 /+50 uM EDTA (PH = 5,3)
ve MeOH (35:65) YPSK dereceli bir karisimdan olusmaktadir. Enjeksiyon hacmi 20 mL
olacak sekilde ve 0,1 mL/dk akis hizinda c¢alisilmistir. Kolon, 30°C'lik bir
sicaklikta tutulmustur. Yontem eliisyon izokratik olarak bir programda saglanmis ve 20
dk’dan az bir siirede tamamlanmistir. Yontemin validasyonu genis bir derisim araliginda
gosterilmistir.  Yontemin 4-0,03 pg/mL araliginda hem GABA hem de GA igin
dogrusaldir. EKD uygulamasi i¢in LOD degerleri GABA i¢in 8 ng/mL ve GA
icin 13 ng/mL ve LOQ degerleri GABA i¢in 20 ng/mL ve GA igin 32 ng/mL. FLD
uygulamasi i¢cin LOD GABA igin 1,1 ng/mL ve GA i¢in 1,8 ng/mL olarak bulunmustur.

Ogawa vd (2019), ii¢ grup ailesel spontan epilepsili (FSEC) kedilerin beyin
omurilik sivisindaki (BOS) uyarici ve inhibe edici amino asitlerin OPA &nkolon
tiirevlendirmesi ile seviyelerini tayini i¢in bir YPSK fliioresan dedektorii kullanilarak
yontemi gelistirmislerdir. YPSK yonteminde ise, sirali olarak iki kolon ODS (4,6 mmx30
mm ve 4,6 mmx250 mm) kullanilmistir. Kolon, 40°C sicaklikta tutulmustur. Mobil faz
olarak, A hattinda (50 mM CH3COONa+%3 N, N-dimetilformamid (PH = 5,8)) ve B
hattinda MeOH’den olusuyordu. Enjeksiyon hacmi 10 mL olacak sekilde ve 1 mL/dk bir
akis hizinda ¢alisilmistir. Amino asitlerin ¢éziinmesi, gradyanl eliisyon kullanilarak ve
55 dakika bir analiz siiresiyle gergeklestirilmistir. Etkilenmemis gruptaki glutamat diizeyi
saglikli grubundan onemli 6lciide diisiikken, aspartat, serin, glisin veya taurinin CSF
diizeylerinde 6nemli bir fark olmadigini kanitlanmistir. Etkilenen gruptaki birkag kedi de

yiiksek GABA konsantrasyonlar1 rastlanmistir.

Acuia vd (2009), sican beyninde GA, glutamin ve GABA’nin OPA ve sodyum
stlfit ile kolon oOncesi ile tiirevlendirerek YPSK- EKD ile tayini igin bir yontem

gelistirmiglerdir. YPSK yonteminde ise ODS C18 (5 um;4,6 mmx250 mm) kolonu
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kullanmistir ve 5-7°C sicakliginda ayarlanmistir. 0,3 mL/dk akis hiz1 ve 35 dk’lik bir
analiz stiresinde ¢alisilmistir. 850 mV voltaj uygulanmistir. Mobil faz olarak, %23 MeOH
(PH =5,52) +0,1 M NaH2PO 4 +0,5 mM EDTA’den olusuyordu. Yontem 0,1-3,2 ng/mL
araliginda dogrusaldir. Yontem %10'un altinda bir kesinlik ve %85'ten fazla dogruluk
gostermistir.

Chanvd (2010), 5 farkli beyin bolgesinden amino asitlerin ayni anda, sodyum siilfit
varliginda OPA ile tlirevlendirerek belirlenmesi i¢in ters fazli YPSK elektrokimyasal
tespit ile gradyanli eliisyon kullanilarak bir yontem gelistirmislerdir. YPSK yonteminde
ise C18 Adsorbosphere koruma kolonu (5 pm, 7,5 mmx4,6 mm) ile bir C18 ters fazh
Adsorbosphere OPA-HR kolonu (150 mmx4,6 mm, 5 pm) kullanilmistir. Kolon sicakligi
30°C'ye ayarlanmistir. 0,8 ml/dk'lik bir akis hizinda ¢alisilmistir. Mobil faz olarak, A
(0,1 M NaH2PO4 + 0,05 mM EDTA +(pH= 5) %2 MeOH, B saf MeOH’ dan olusuyordu.
Yontem dogru, tekrarlanabilirdi ve iyi bir dogrusallik gosterdi. Yontem miktar tayini
siir1 (LOQ) 0,4—1,1 ug/2mL arasinda degisiyordu. Yontem 2,2—33,8 pg/2mL araliginda

dogrusaldir.

Agustin vd (2009), beyin mikrodiyalizatlarinda bes amino asit nérotransmiterinin
OPA ile tiirevlendirilerek ve izokratik eliisyon kullanilarak es zamanli belirlenmesi i¢in
EKD ile YPSK ile basit bir yontem gelistirmislerdir. 17 dakika bir analiz siiresi ve C18
kolon (2,1x150 mm, 3,5 pum) kullanilarak ¢alisma gergeklestirmislerdir. Mobil faz olarak,
((pH=3,75) 100 mM sitrat + %10 asetonitrilden) olusuyordu. Kolon sicakligi
40°C'ye ayarlanmigtir. 0,2 mL/dk'lik bir akis hizinda ve 3 pL enjeksiyon hacminde
calisilmigtir. Yontem miktar tayini sinir1 LOQ (ng/mL) 1,1 GLY, 6,6 GLU, 5,9 GABA
ve saptama sinir1 LOD degerleri ise (ng/mL) 0,3 GLy, 2,0 GLU, 1,8 GABA bulunmustur.

Akula vd (2015), sigan beyin doku preparatlarinda GABA’in benzoil kloriir ile
kolon 6ncest tiirevlendirilmesi ile hizli ve spesifik bir ters fazli yiiksek performansli sivi
kromatografik (RP-YPSK) yontemi gelistirmiglerdir. Yontem, 210 ila 400 nm arasinda
degisen ultraviyole (UV) —foto diyot array (PDA) tespitine sahip bir RP-Inertsil ODS3
C-18 (250%4,6 mm; 5 um) 30°C'de kolon kullanilmistir. Mobil faz ise, (65:35, 0,025 M
M NaH2POs +MeOH v/ v (pH=6)), izokratik bir karigim’dan olusuyordu. 1 mL/dk'lik bir
akis hizinda ve 20 pl bir injecte hacmi ayarlanmistir. Analiz siiresi 10 dakikaydi. Yontem
1-25,8 ng/mL araliginda dogrusaldir. Diisitk LOQ ve LOD degerleri 1 ve 0,05 ng/mL

bulmuslardir. GABA tiirevinin analitik geri kazanimi %96,31 olarak bulunmustur.
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Silva vd (2009), glutamat ve GABA ekstraksiyonu igin verimli bir yontem
gelistirmislerdir ve bu ndrotransmiterlerin OPA/3mercaptoprpionic asit tiirevlerini,
izokratik ve hizli YPSK yontemi araciligiyla, fliioresan 6zelliklerine gore sican beyin
dokusunda 6l¢gmiisglerdir. Glutamat ve GABA ’nin eszamanl tespiti i¢in bir ters fazli C18
(150 mmx4,6 mm, 3 um) kolon kullanmislardir. Mobil faz olarak, (0,05 M sodyum
asetat, tetrahidrofuran ve MeOH (50: 1: 49, v/ v pH = 4,0)) olusuyordu. 1 mL/dk’lik bir
akis hizinda 9 dakikalik bir ¢alisma siiresinde gerceklesmisti. Yontem Glutamat i¢in 1—
10 pg/mL ve GABA i¢in 0,1-0,75 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Geri
kazanim testleri, GABA i¢in yontemin dogrulugunun %99,6 + 2,3 ve glutamat igin

%101,9 £ 1,8 oldugunu gostermistir.

Panrod vd (2016), GABA fizyolojik fonksiyonlarda, 2-hidroksinaftaldehit (HN) ile
veya OPA /3mercaptoprpionic asit ile tiiretildikten sonra, iki farkli YPSK fotodiyotdizi
algilama bir floresans dedektor yontem ile tayini ve sonuglarinin karsilastirilmasi tizerine
calismistir. GABA-HN tiirevi bir C18 donatilmistir analitik kolonu ile (4,6 mmx250 mm
5 um) gergeklesmistir. Mobil faz olarak, MeOH + H>O’dan (66:34, v/v) olusuyordu. 10
ul tiiretilmis 6rnek hacmi ile 0,8 mL/dk’lik bir akis hizinda enjekte edilmis ve izokratik
olarak c¢alismiglardir. GABA-OPA / MPA tiirevi bir C18 ile donatilmistir analitik siitun
(4,6 mmx150 mm 3,5 um idi). Mobil faz 0,05 M sodyum asetat + tetrahidrofuran + MeOH
(50: 1: 49, h / h, (pH= 4.0)) olusuyordu. 10 ul enjekte hacmi ile izokratik olarak 1 mL/dk
akis hizinda ¢aligmiglardir. GABA-HN ve GABA-OPA / MPA igin sirastyla 40-600
pg/mL ve 0,2-0,9 pg/mL araliklarinda dogrusaldir. GABA-HN ig¢in diisiik LOD 1 pg/mL
ve LOQ 5 pg/mL iken GABA-OPA / MPA'nin LOD degeri 0,004 pg/mL ve LOQ'su 0,02
pg/mL idi.

Buck vd (2009), beyin mikrodiyalizatlarinda GABA ve glutamatin tespiti i¢in bir
YPSK ve LC-MS/MS floresan dedektdrii kullanilarak yontem gelistirmislerdir. 1ki
yontemde bir HILIC (hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi) kolonu kullanmislardir.
Mobil faz ise, su + asetonitril + %0,1 formik asit iceren bir ikili gradyanli eliisyondan
olusuyordu. 10 pl bir enjeksiyon hacminde calisilmiglardir. LOQ degerleri GABA igin
0,1 ng/mL ve glutamat i¢in 1,5 ng/mL olarak bulundugu belirtmislerdir.

Defaix vd (2018), serbestce hareket eden farelerde mikrodiyaliz teknigi ile
prefrontal korteks 6rneklerinden elde edilen L-GA, glutamin ve GABA’nin, LC-MS bir

yontemi ile miktar tayinleri 6lgmiislerdir. 25 mM pH 3,5 amonyum format tamponu ve
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asetonitrilden olusan mobil fazlar ile gradyan eliisyonu kullanmiglar. LOQ GABA i¢in
0,63 ng/mL, L-GA igin 1,25 ng/mL idi ve glutamin i¢in 3,15 ng/mL bulmuslar.

2.8. Mikrodiyaliz (MD)

Mikrodiyaliz kan, karaciger, deri, kalp, plasenta, bobrek dahil olmak iizere hemen
hemen her canli doku ve organdaki biyolojik molekiillerin, ilaglarin ve diger maddelerin
miktarlarmin siirekli ger¢ek zamanli izlenmesini saglayan etkili bir in vivo 6rnekleme
yontemidir. Mikrodiyaliz teknigi, ilgili dokuya veya fizyolojik bolgeye yerlestirilen
mikrodiyaliz sondas1 icindeki yar1 gecirgen bir zardan bilesiklerin pasif difiizyonuna
dayanan spesifik bir diyaliz tiirlidlir. Yontem hem hayvan hem de insan ¢aligmalarina
uygulanabilir. Genel olarak, teknik, yogun farmakokinetik, farmakodinamik, nérolojik ve
ayni zamanda ilag salim c¢aligmalarinda gerceklestirilmistir. Bu nedenle, kan, beyin ve
diger dokulardaki endojen maddelerin konsantrasyonlarinin ayni anda Ol¢iilmesine
olanak saglar. Hayvan uyanik oldugunda, bu belirlemeler zamansal olarak davranisla
iligkilendirilebilir. Mikrodiyaliz 6rneklemesi hem anestezi uygulanmis hem de uyanik,
serbestce hareket eden hayvanlarda gergeklestirilebilir. Ote yandan, uyanik, serbestge
hareket eden sicanlarda mikrodiyaliz o6rneklemesi, anestezi altinda mikrodiyaliz
orneklemesinden agikga istiindiir. Beyin kimyasi ve kan-beyin bariyerinin (BBB)
gecirgenligi anestezi ve uyanik mikrodiyaliz altinda farklidir. Uyanik mikrodiyaliz,
normal fizyolojik kosullar1 daha yakindan yansitir. Ek olarak, uyanik ve bilingli
laboratuvar hayvanlar {izerinde yapilan caligmalar, 72 saate kadar siiren uzun siireler

boyunca ¢aligmaya izin verir. Mikrodiyaliz tekniginin avantajlar su sekildedir:

e Tiim organizmay1 ve bozulmamis ortami yansitir.

e Herhangi bir sivi kayb1 olmaksizin stirekli izleme ve gercek zamanli 6rnekleme
saglar.

e Daha fazla temizleme prosediirii gerektirmeyen ve fizyolojik sistemde minimum
bozulma ile uzun siireli calismalara olanak taniyan ¢ok temiz bir diyalizat elde
etmek miimkiindir.

e Mikrodiyaliz problar1 son derece kiiciiktlir ve dogalar1 geregi nispeten invazif
degildirler. Bu sekilde, tek bir hayvanda birden fazla sonda kullanmak

miumkindiir.
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e Bilingli hayvanlarla yapilan deneyler, es zamanli davranig gdzlemine izin verir ve

fareler anestezi kullanimiyla tehlikeye girmez (Zapata ve Chefer, 2009).

2.9. Elektrokimyasal Dedektor

13 referans elektrot
o referans ve
dima
(D) yar
=g s elektrotlar
hareketl faz
is elektrodu icindedir
[ a
58 yardimei elektrot
, referans
ardime © »  elektrot
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Sekil 2.6. Elektrokimyasal dedektor (EKD)(http-1)

Elektrokimyasal algilama (EKD), yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK)
ile baglantili oldugunda, ¢ok segici ve hassas bir analitik aractir. Tlgili analitin elektroaktif
olmasina baghdir, yani molekiil, kendisine bir elektrik potansiyeli uygulandiginda
oksitlenecek veya indirgenecektir. EKD dedektorlerinin ¢ogu, c¢alisan bir elektrot
(oksitlenme veya indirgenme reaksiyonunun oldugu is elektrodu), bir referans elektrotu
(hareketli fazin taban iletkenliginde olabilecek degisiklikleri dengeler) ve bir yardimei
elektrottan (hiicre igindeki potansiyeli sabit tutmak igin kullanilir) olusur. Madde
elektrokimyasal hiicreden gegerken bir reaksiyon olusur, bdylece akim yiikselir.
Gozlenen akim maddenin konsantrasyonuna bagli olacaktir. Teknik ilk olarak Shoup ve
Kissinger tarafindan bir¢ok farkli molekiili analiz etmek icin gelistirildi ve
kullanild1 (Forster ve Marsden, S 55-62). Geleneksel elektrokimyasal dedektorler galisma
elektrotu olarak cams1  bir karbon elektrot veya gozenekli bir karbon elektrot
kullanir. Bununla birlikte, ¢ogu amino asit elektrokimyasal olarak daha az aktif oldugu
icin, tiirevlendirme yontemleri de elektrokimyasal tespit ile YPSK'de
kullanilmaktadir (Kotani ve Kitamura vd, 2018, Zandyve Doherty vd, 2017).
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Elektrokimyasal dedektor avantajlart su sekilde verilebilir:

Bir spektrometrik dedektore kiyasla ucuzdur.

Sadece mobil faz iletken oldugu zaman calisabilir. Bu ylizden mobil faz bir miktar
su ve bir elektrolit icermelidir.

Bu dedektorler fenoller, aromatik aminler ve nitrozobilesikleri gibi elektroaktif
bilesiklerin analizinde kullanilir.

Hassasiyetinin yiiksek olmasi nedeniyle oOzellikle dogal iirlinler ve yiyecek
maddeleri incelmelerinde kullanilir ve biyolojik veya ¢evresel numunelerin rutin
Ol¢timleri i¢in kullanilir. Katekolaminler, asetilkolin, glutamat, glisin, GABA ve
digerleri gibi femtomol / L (10-15 M) araliginda tespit yapabilir.

Basit prosediirlerle tasinabilir bir sensor gelistirmek i¢in kolayca minimalize
edilebilir ve laboratuvarda kullanilabilen diisiik enerji gereksinimi veya yerinde
Olgtimler i¢in kullanilir.

Genis bir konsantrasyon araliginda yiiksek duyarliliga sahip olmalidir.

Diistik giiriiltii seviyesine sahip olmalidir.

Basing ve sicaklik degisikliklere de duyarsiz olmalidir (Zandy ve Doherty vd,
2017).
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Kimyasal Maddeler

Fosforik asit

Metanol

Su

di-sodium tetraborate
di-Potassium hydrogen fosfat
Phthaldialdehyde(OPA)
2-Mercaptoethanol
4-Aminobutyric asit
D-Serin

Glycin

L-Glutamic asit

4-Amino-3-hydroxybenzoicasit

3.2. Kullanilan Cihazlar

YPSK

Elektrokimyasal Dedektorii
Guard Cell 5020
Microdialysis Cell5014B
Ultra saf su cihaz1

Vorteks karistirict
Ultrasonik banyo

Su banyosu

pH metre

Hassas terazi
Buzdolabi1

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

. Sartorious Stedim Biotech, Almanya
: Poole England
: Merck, Almanya

: Sigma-ALDrich,USA

: Merck, Almanya

: Acros-USA

: Sigma-ALDrich,USA

: Sigma-ALDrich,USA

: Sigma-ALDrich,USA
: Sigma-ALDrich,USA

. Agilent 1290Infinity binary, Almanya

: Esainc, Newyork,USA

: Esa Biosciences, USA

: Esa Biosciences, USA

: Millipore Ultrapure Water System, Fransa
: Jeio Tech, VM 96 B, KORE

: Bandelin Electronic, RK510 H, Almanya
: Memmert, WNB 14, Almanya

: Mettler Toledo, Seven Compact pH/ion met

S220, Isvicre

: Mettler Toledo, XP205, Isvicre
: Argelik, No Frost & Electronic, Tiirkiye
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3.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

1 mg/mL derisimdeki A.A stok ¢ozeltileri, A.A standart maddeleri (1:1)
MeOH+H20 karisimi i¢inde hazirland1 ve -4°C'de saklandi. Bu A.A stok ¢ozeltilerinden
0,001 perklorik asit ile gerekli seyreltmeler yapilarak, calisma ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Ic standart icin birkagc madde denenmis, en iyi sonu¢ veren 4-Amino-3-
hydroxybenzoicasit kullanilmistir. 4-Amino-3-hydroxybenzoicasit’nin stok ¢ozeltisi 1
mg/mL derisimde (1:1) MeOH+H.0 igerisinde hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan bu
cozelti 0,001 perklorik asit ile seyreltilerek 5 ppm’lik derisim elde edilmistir. Gerekli
seyreltmeler 0,001 perklorik asit ile yapilmig ve analiz edilen biitiin ¢ozeltiler 3 mg/mL

4-Amino-3-hydroxybenzoicasit igerecek sekilde eklemeler yapilmistir.

3.4. Tiirevlendirme Ajanlari

1- Orto fitalaldehit (OPA)

Kimyasal formiilii CeHs-1,2-(CHO)2, 134,1 g/mol molekiiler agirligina sahiptir. PH <
11,5 oldugu i¢in su ¢ozeltisinde ¢oziiliir.

2- Merkaptoetanol

C2H60S formiillii bir tiyol bilesigidir. 78,13 g/mol molekiiler agirligina sahiptir. Suda iyi

¢Ozlntr.

3.5. OPA Tiirev Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tirev ¢ozeltisi su sekilde hazirlanmistir; 27 mg OPA tartilip, 1 mL MeOH i¢inde
¢ozdiiriilmiis ve Syl 2-merkaptoetanol (2-MCE) ve 9 mL borat tamponundan (pH 9,3)
eklendikten sonra vorteks ile karistirilmistir. Bu ¢ozelti - 4°C'de tutularak haftada bir defa
hazirlanmistir. OPA ¢dzeltisinden 2,5uL alinarak ve lizerine 7,5uL 0.1M borat (pH 9)

eklenmesiyle hazirlanmistir. Cozeltiler giinliik taze hazirlanmistir.

3.6. Calisma Tamponu

Bu ¢alismada iki tampon hazirlanmistir. 11k olarak fosfat tamponu hazirlamak igin
50 mM K2HPOg4 ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in KoHPO4 ten 4,3545
g tartim aliarak bir miktar suda ¢6ziilmiis ve 500 mL ye distile su ile tamamlanmistir.
Tamponun pH’1 (6-7) arasinda fosforik asit ile ayarlanmistir. Borat tamponu ise 0.1M

Naz2B407-10H20 ¢ozeltisini hazirlamak igin Na;B4O7- 10H20ten 9,5345 g tartim alinarak
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bir miktar suda ¢oziilmiis ve 500 mL ye distile su ile tamamlanmistir. pH’1 9,3’e fosforik

asit kullanilarak ayarlanmigtir.

3.7. Kromatografik Kosullar

Calismada Agilent Zorbax Eclipse C18 (3,0mm x 150mm; 5 pum) kolonu
kullanilmistir. Hareketli faz olarak gradient eliinte kullanilmistir. A hattinda 50 mM fosfat
tamponu ve B hattinda su ve MeOH (50:50, h/h) karigimi kullanilmistir. Akis hizi 0,8
mL/dk, enjeksiyon hacmi 10 uL ve kolon sicakligi 40°C'ye ayarlanmistir. iki analitik cell
kullanilmistir. Bunlar Guard Cell ve Mikrodiyaliz Cell’dir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Yontemin Optimizasyonu

YPSK-EKD yontem optimizasyonu ¢alismalarinda, aletsel ve deneysel
parametrelerin degistirilmesi ile amino asitlerin bilesiklerden (GA, serin, GLY, GABA)
ayn1 anda ayrilmasi ve tayinleri i¢in en iyi sonug¢ veren ve en uygun olan kosullar
belirlenmistir. Bu amagla c¢esitli kolonlar, farkli hareketli faz bilesimleri ile ve farkli
konsantrasyon degeri gibi parametreler arastirilmistir. Ayn1 zamanda deneylerde en
uygun IS’1 belirlemek icin farkli maddeler kullanilmistir. Bunlardan aspartat maddesi ve
en sonda 4-Amino-3-hydroxybenzoic asit kullanmasina karar verilmistir.

Kolon se¢imi; Deneylerde DB-C18 kolonu (3 mmx150 mmx3,5 um) ve SB-C18
kolonu (4,6 mmx100 mmx3,5 um) gibi farkli kolonlar denenmistir. Ancak bu kolonlarda
AA’lar ayn1 yerde pik vermemistir. Yapilan deneyler sonucunda AA’lar ve IS i¢in en iyi
ayirm kolonunda Agilent Zorbax Eclipse C18 (3,0 mm x 150 mm; 5 pm)
gerceklestirilmistir.

Hareketli faz se¢imi; AA’lerin tayini i¢in en uygun hareketli faz1 bulmak amaciyla
deneylerde fosfat ve su+MeOH karigimlarimin farkli oranlarda kullanilarak cesitli
deneyler yapilmistir. Sonug olarak en uygun hareketli faz A hattinda (50 mM fosfat
tampon) karisimi ve B hattinda (su + MeOH (50:50, h/h)) karisimi1 kullanilmistir.

Akis hizi optimizasyonu; Yapilan c¢alismalarda AA’lerin en iyi ayirim elde
edilebilmesi i¢in farkli akis hizlar1 (0,5; 0,7; 0,8; 1,0 mL/dk) denenmistir. En uygun akis
hiz1 0,8 mL/dk olarak belirlenmistir.

Yapilan optimizasyon ¢alismalart sonucu belirlenen en uygun kromatografik
kosullar Cizelge 4.1.’de verilmistir. Ayrica, YPSK deneylerinde AA ve IS 1n ayriminda

uygulanan gradient programi Cizelge 4.2.’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Optimum YPSK kosullar:

Kolon Agilent Zorbax Eclipse C18 (3,0 mm x 150 mm; 5 pm)

Hareketli faz A hattinda (50 mM fosfat tamponu)
B hattinda (su + MEOH 50:50, h/h)

Kolon sicakligt 40°C
Akis hizi 0,8 mL/dk
Enjeksiyon hacmi 10 uL

Uygulanan Potansiyel +600 mV,+150 mV

Calisma Elektrodu +700 mV

Toplam Analiz Siiresi 21,1dk

Cizelge 4.2. AA lerin ve IS tayininde kullanilan gradient programi

Zaman (dk) A (%) B (%)
0 90 10
20 10 90
21.1 90 10

AA’lerin (0,1 pg/mL) ve IS (5 pg/mL) standart maddelerini igeren bir ¢dzeltinin
optimum kosullarda yiiriitiilen bir analizinden elde edilen kromatogrami Sekil 4.1°de

goriilmektedir.
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Sekil 4.1. AA (0,1 ug/mL ) ve IS (5 ug/mlL) standart ¢ozeltilerinin optimum kosullardaki kromatogrami

Optimum kosullarda yiiriitiilen analizlerde gozlenen sistem uygunluk parametreleri

ise Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Optimum kosullarda gozlenen sistem uygunluk testi sonuglart

Parametre Gozlenen deger Onerilen
deger

(n=6;0.25pg/mL) GA Serinn GLY GABA

Alikonma zamani (dakika) 7,5 11 14,6 18,7 -
Teorik tabaka sayist (N) 19602 32057 49459 83961 >2000
Rezoliisyon (Rs) 31,494 16,805 4,856 16,187 >2
Kapasite faktori (k”) 6 9,8 12 16 2-10
Kuyruklanma faktorii (T) 1,08 1,13 0,11 1,104 <2
Alikonma zamaninin %BSS’s 1,1 0,58 0,66 0,76 <1
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4.2. Yontemin Validasyonu

Validasyon ¢aligmalar1 ICH (ICH Q2(R1), 2005) tavsiye ettigi sekilde yontem
gecerliligi uygulamalar1 gelistirilen yonteme uygulanmis ve yontemin analitik agidan
kabul edilebilir veriler sagladigi kontrol edilmistir. Yontem gecerliligi icin ICH
kilavuzunda da belirtildigi sekilde spesifiklik, kesinlik, dogruluk, dogrusallik, LOD, LOQ
ve sistem uygunluk testleri (SUT) yapilmistir. Deneylerde standartlarin ve i¢ standardin
pik normalizasyon oranlar1 (PNO; PNO = PN Std / PN IS, PN= pik alani/pik alikonma
zamani) kullanilarak hesaplamalar yapilmistir (ICH Q2(R1), 2005).

4.2.1. Kesinlik

Sunulan YPSK yontemi i¢in kesinlik ve dogruluk incelemesi i¢in 3 farkli kalite
kontrol (QC) noktasi derisimlerden (diisiik, orta, yiiksek) ve 5 pug/mL IS igeren
cozeltilerden olugsmaktadir. Bu ¢ozeltilerin her derisimi i¢in ayni giin icerisinde 6’sar
enjeksiyon olacak sekilde (giin i¢i ve giinler arasi1) analizler yapilmistir. Kesinlik, % BSS
[(Standart sapma / ortalama) x 100] ile gosterilmistir. % BSS’nin giin i¢i ve giinler arasi
degerleri Cizelge 4.4.’te gosterilmistir. %2’nin altinda % BSS degerleri yontemin

kesinligi ve tekrar edilebilirlikte oldugunu kanitlanmis denenebilir.

Cizelge 4.4. GA’in dogruluk ve kesinlik sonuglart

Giin ici degerler Giinler arasi
hdenen (n=6) (n=18)
Derisim
(ng/mL) Olgilen % G. K SH %BSS  Olgilen %G.K _ SH %BSS

Derigim Derigim

0,05 0,051 101,5 1,46 0,91 0,05 101,3 1,36 0,87
0,25 0,248 100,4 0,5 1.3 0,251 101,6 162 1,23
2 2,00 100,6 0,7 1,15 2,02 100,87 0,87 1,12
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Cizelge 4.5. Serin’in dogruluk ve kesinlik sonuglar

Eklenen Giin ici degerler Giinler arasi
Derisim (n=6) (n=18)
(ng/mL) “
Olgiilen %G.K SH %BSS Olgiilen %G. K SH %BSS
Derigim Derigim
0,025 0,0254 100,3 0,3 0,76 0,0247 100,98 0,98 0,76
0,25 0,2521 1008 0,8 1.12 0,25 100,07 0,07 1,12
2 1.998 100,03 0,03 1,01 2,02 99,99 -0,00 1,01
Cizelge 4.6. GLY 'in dogruluk ve kesinlik sonuglar
Eklenen Giin ici degerler Giinler arasi
Derisim (n=6) (n=18)
(ng/mL)
Olgillen %G.K SH %BSS Olgiilen %G. K SH %BSS
Derisim Derisim
0,01 0,0102 101,17 1,17 0,97 0,0101 101,183 1,17 0,97
0,25 0,252 100,23 0,23 0,66 0,256 100,27 0,27 0,73
2 1.993 100,01 0,01 0,83 2,0002 100,1 0,1 0,91
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Cizelge 4.7. GABA ’in dogruluk ve kesinlik sonuglar

Eklenen Giin ici degerler Giinler arasi
Derisim (n=6) (n=18)
(ng/mL)
Olgilen %G.K SH %BSS Olgilen %G.K  SH %BSS
Derigim Derigim
0,01 0,009 100,15 0,15 0,913 0,01 100,63 0,63 0,91
0,25 0,253 101,43 0,43 0,84 0,251 100,31 0,31 0,76
2 2,021 101,05 1,05 0,78 2,01 100,56 056 0,44

4.2.2. Dogruluk

Yontemin dogrulugunu arastirmak igin yediser tekrarlt 3 setin analiz verileri ile
yapilan hesaplamalar sonucunda %99,9-101,62 arasinda degiskenlik gosteren % geri
kazanim degerleri ve %?2’den az % hata degerleri elde edilmistir. Cizelge 4.4, 4.5, 4.6,

4.7°de gosterilmis olan % geri kazanim ve % hata degerleri yontemin dogrulugunu

gostermektedir.

4.2.3. Dogrusallik

Yontemin dogrusallik calismasi kapsaminda 6 farkli derisimde analiz edilmis ve
derisim aralig1 0,05 - 2 pg/mL olarak belirlenmistir. AA ¢6zeltilerinin ii¢ ayr1 glinde ve

6’sar kez enjeksiyonlar1 yapilmistir. Dogrusallik sonuglar1 AA’lerin (GA, Serin, GLY,

GABA) icin sirasiyla cizelge 4.8, 4.9, 4.10, 4.11°de belirtilmistir.
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Cizelge 4.8. GA'’in dogrusallik sonuglar

Parametre 1.GUN 2.GUN 3.GUN Giinler Arasi
(0,05-2 pg/mL) (n=6) (n=6) (n=6) (n=18)
Egim 1,631803 1,762936 1,761543 1,718761
Kesim 0,0094 -0,01961 -0,01921 -0,01175
Kesim standart 0,048588 0,105427 0,108162 0,087392
Sapma
r? 0,999 1 0,995 0,996
LOD(pg/mL) 0,02
LOQ(ug/mL) 0,06

Cizelge 4.9. Serin 'nin dogrusallik sonuclari
Parametre 1.GUN 2.GUN 3.GUN Giinler Arasi
(0,05-2 pug/mL) (n=6) (n=6) (n=6) (n=18)
Egim 3,787038 3,781902 3,781906 3,783615
Kesim 0,1527 0,162319 0,161294 0,1588
Kesim standart 0,063227 0,064051 0,070887 0,066055
sapma
r? 0,9996 0,9996 0,9995 0,9996
LOD(pg/mL) 0,13
LOQ(png/mL) 0,4
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Cizelge 4.10. GLY in dogrusallik sonuglar

Parametre 1.GUN 2.GUN 3. GUN Giinler Arasi
(0,05-2 pg/mL) (n=6) (n=6) (n=6) (n=18)
Egim 6,785103 6,786226 6,791562 5,090723
Kesim 0,010948 0,006565 0,008662 0,008725
Kesim standart 0,087961 0,091174 0,089089 0,089408
sapma
r2 0,9998 0,9997 0,9998 0,9998

LOD(pg/mL) 0,05
LOQ(png/mL) 0,02

Cizelge 4.11. GABA’in dogrusallik sonuglart
Parametre 1.GUN 2.GUN 3. GUN Giinler Arasi
(0,05-2 pg/mL) (n=6) (n=6) (n=6) (n=18)
Egim 3,9846 3,9843 3,9874 3,9855
Kesim 0,040217 0,040449 0,039688 0,040118
Kesim standart 0,073382 0,07742 0,076795 0,075866
sapma
r 0,9995 0,9995 0,9995 0,9995

LOD (ug/mL) 0,3

LOQ (ug/mL) 1,01
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4.2.4. Saptama sinir1 ve tayin sinir1

Yontemin saptama sinir1 (LOD) ve tayin alt sinir1 (LOQ) asagida verilen esitlikler

ile hesaplanmustir.

LOD = 3,3 x standart sapma (ss)/egim (m)

LOQ = 10 x standart sapma (ss)/egim (m)
Bu formiillerde yer alan ‘SS’ diisiik derisimdeki madde ¢ozeltisinin standart sapma degeri
ve ‘m’ kalibrasyon esitliginin egim degeridir. Gelistirilen yontemle AA’lerin (GA, Serin,
GLY, GABA) tayini i¢in LOD degerleri sirayla (0,02; 0,13; 0,05; 0,3 pg/mL), LOQ
degerleri ise sirayla (0,06; 0,4; 0,02; 1,01 ug /mL) olarak bulunmustur.

4.2.5. Secicilik

Secicilik c¢alismasi igin hareketli faz, IS, AA standartindan elde edilen
kromatogramlar Sekil 4.2.°de verilmistir. Elde edilen kromotogramlar, AA ve IS
piklerinin birbirlerinden iyi bir bicimde ayrildigin1 gostermektedir. Bu sonuglara gore,

yontem segici oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Bos drnek kromotagrami (a), I¢ standart kromotogrami (b), AA (0,1 ug/mL ) ve IS (5 ug/mlL)
standart ¢ozeltilerinin optimum kosullardaki kromatogrami (c)

4.3.Mikrodiyaliz Orneklerin Analizi
Mikrodiyaliz ¢aligmalarinda ise mikrodiyaliz yiid den fazla 6rneklerinde igceren dort
amino asiti optimum kosullarda yiiriitiilen bir analizinden elde edilen kromatogrami

asagidaki Sekil 4.3.’te goriilmektedir.

200 GLY

SERIN

4\ \JQJ\J
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25 5 75 10 125 15 175 20

GABA

Sekil 4.3.Mikrodiyaliz érneklerinde optimum kosullarda yiiriitiilen bir analizinden elde edilen

kromatogrami
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Cizelge 4.12. Mikrodiyaliz 6rneklerin sonuglari

Ornek adi Olgiilen AA derisimi (ng/mL)
GA SERIN GLY GABA
VK6.14 0,063 1,571 0,014 0,329
VK5.14 0,104 2,605 0,020 0,378
VD6.14 0,280 0,607 0,013 0,034
VD5.14 0,312 3,743 0,027 0,558
VD4.14 0,311 okunmadi 0,013 0,031
VvD3.14 0,411 1,819 0,028 0,366
VD1.14 0,223 0,517 0,298 0,022
VvD2.14 0,177 0,014 0,005 okunmadi
VK1.14 0,022 0,018 0,010 okunmadi
VK2.14 0,016 1,108 0,841 0,896
VK3.14 0,043 2,332 0,913 1,531
VK4.14 0,020 0,257 0,309 0,633
VK1.13 0,558 2,246 0,625 0,800
VK2.13 0,104 1,612 1,034 1,201
VK3.13 0,077 2,704 0,991 1,515
VK4.13 0,074 0,355 0,449 0,805
VK5.12 0,069 1,767 1,135 0,886
VK®6.12 0,086 1,788 0,952 0,356
VK®6.13 0,067 3,096 1,970 0,653
VK5.13 0,030 1,472 0,953 0,212
VD6.13 0,199 0,423 1,036 0,038
VD5.13 0,365 3,391 4,573 2,718
VD4.13 0,224 0,035 0,552 0,485
VD3.13 0,244 2,673 4,132 1,834
VD2.13 0,163 okunmadi 0,440 0,337
VD1.13 0,224 0,362 0,527 0,368
VK1.12 1,572 6,293 1,771 0,419
VK2.12 0,034 3,863 2,119 0,223
VK3.12 0,126 4,146 1,185 0,380
VK4.12 0,045 0,683 0,736 0,007
VD1.12 0,542 0,836 0,851 0,067
VvD2.12 0,022 0,001 0,009 0,018
VD3.12 2,002 30,211 0,221 4,003
VD4.12 0,336 0,330 0,005 0,077
VD5.12 0,545 16,909 0,106 2,159
VD6.12 0,234 1,28 0,257 2,572
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Cizelge 4.12. Mikrodiyaliz 6rneklerin sonuglari (devami)

Olgiilen AA derisimi (ug/mL)

Ornek ad1 GA SERIN GLY GABA
VK1.11 0,889 3,424 1,244 0,417
VK2.11 0,127 3,349 2,307 0,457
VK3.11 0,068 3,311 0,816 0,280
VK4.11 0,119 2,070 1,083 0,663
VD1.11 1,637 3,010 4,166 1,691
VvD2.11 0,133 0,162 0,014 0,167
VD3.11 2,034 2,601 9,835 2,803
VD4.11 0,610 1,607 0,073 0,024
VD5.11 0,122 2,359 1,438 0,374
VD6.10 0,782 3,175 6,438 0,087
VD1.10 0,638 1,690 1,537 0,829
VvD2.10 0,260 0,523 0,062 0,031
VD3.10 3,834 38,313 22,590 6,645
VD4.10 0,674 2,529 1,984 0,241
VD5.10 0,691 14,009 7,713 2,043
VD6.10 0,782 3,175 6,438 0,087
VK5.10 3,543 36,817 19,389 3,983
VKB6.10 4,2581 0,596 32,110 10,524
VKB6.11 1,611 59,311 27,246 9,096
VK5.11 2,2634 5,028 21,806 4,350
VK4.10 0,017 0,090 0,006 okunmadi
VK3.10 0,055 3,922 5,067 0,661
VK2.10 8,9289 4,1666 8,188 3,580
VK1.10 2,965 15,769 8,998 0,314
VK1.9 6,524 27,606 15,910 0,551
VK2.9 12,4277 8,319 52,617 3,807
VK3.9 6,298 81,553 45,755 2,133
VK4.9 0,702 31,014 24,563 2,494
VD1.9 4,931 44,525 41,102 2,246
VvD2.9 0,537 2,301 2,988 0,451
VvD3.9 0,779 10,244 8,004 0,118
VD4.9 0,880 2,099 4,705 0,292
VD5.9 0,661 8,164 6,394 0,227
VD6.9 1,327 3,213 14,357 0,339
VK5.9 0,543 6,324 5,872 0,124
VKB6.9 0,966 7,717 5,341 0,110
VK®6.8 0,699 8,443 6,047 0,177
VK5.8 1,139 8,582 8,074 0,222
VD6.8 0,289 2,864 8,265 0,247
VD5.8 0,337 8,4123 0,892 0,115
VD4.8 1,162 2,094 2,003 0,220
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Cizelge 4.12. Mikrodiyaliz 6rneklerin sonuglar1 (devami)

Ornek ad1

Olgiilen AA derisimi (ug/mL)

GA SERIN GLY GABA
VvD3.8 0,412 4,552 3,449 0,386
VvD2.8 0,499 2,268 1,449 0,196
VD1.8 0,203 1,567 0,746 0,011
VK4.8 0,067 2,705 0,662 0,042
VK3.8 0,241 4,336 0,902 0,048
VK2.8 0,641 2,606 1,061 0,011
VK1.8 0,457 1,646 0,380 0,086
VK1.7 0,421 1,465 0,375 0,085
VK2.7 0,685 2,050 0,756 0,144
VK3.7 0,171 2,263 0,363 0,103
VK4.7 0,162 2,415 0,563 0,069
VD1.7 0,028 0,889 0,346 0,072
VvD2.7 0,100 0,329 0,242 0,009
VD3.7 2,298 12,248 8,085 1,424
VDA4.7 1,210 2,125 2,741 0,034
VD5.7 0,320 8,582 4,866 0,868
VD6.7 0,750 4,151 4,380 0,034
VK5.7 1,404 6,231 3,447 0,494
VKB6.7 1,239 9,826 5,668 1,191
VKG6.6 2,2071 3,301 8,536 1,756
VK5.6 1,212 8,514 5,130 0,588
VD6.6 0,203 1,054 0,962 0,004
VD5.6 0,384 3,596 1,958 0,287
VD4.6 0,299 1,015 0,831 0,015
VD3.6 0,897 5,634 3,711 0,362
VD2.6 0,149 0,684 0,045 0,597
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada, beyin biyolojik sivilarinda kullanilan mikrodiyaliz 6rneklerinde
iceren amino asitlerin analizi i¢in yeni bir yontem gelistirilmistir. Analiz ¢apt Sum,
uzunlugu 3,0 mm, toplam uzunlugu 15c¢m olan bir Agilent Zorbax Eclipse C18 kolonda
gerceklesmistir. En iyi sonuglar yapilan deneyler sonucu derisimi 50mM ve pH’1 6,5 olan
fosfat tamponu ile +600 mV+150 mV Potansiyel ve 700 mV c¢alisma elektrodu
kullanilarak elde edilmistir. Bu kosullarda amino asitlerinin alikonma zamanlar1 yaklasik
7,5 dk (GA), 11 dk (SERIN), 14,6 dk (GLY), 18,7 dk (GABA)’dur. I¢ standart olarak
kullanilan 4-Amino-3-hydroxybenzoicasit’inn alikonma zamani ise 12,5 dk olarak
bulunmustur.

Amino asitlerin analizi icin; ters fazli yiiksek performansl sivi kromatografisi
(Clarke vd, 2007), siv1 kromatografi-kiitle spektrometresi (LC—MS) (Defaix vd, 2018),
LOQ GABA igin 0,63 ng/mL, L-GA igin 1,25 ng/mL bulmuslardir. Yiiksek performansh
stvi kromatografisi YPSK-EKD (Agustin vd, 2009), i¢cin EKD ile YPSK yo6ntemleri
literatiirde yer almaktadir. Akula ve Akur, 2015 sican beyin doku preparatlarinda
GABA’in bir ters fazli yliksek performansl sivi kromatografik (RP-YPSK) yOntemi
gelistirmislerdir. Izokratik bir karisim’dan olusuyordu. Yéntem 1-25,8 ng/mL araliginda
dogrusaldir. Diigsiik GABA LOQ ve LOD degerlerini 1 ve 0,05 ng/mL bulmuslardir. Bu
caligma Gutamat, Glisin, GABA ve Serin analizi igin gelistirilen ilk ters fazli yiiksek
performansli sivi kromatografisi (EKD) yontemidir.

Yontemin validasyon parametreleri ICH’ye gore yapilmistir. Dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, duyarlilik ve segecelik testleri yapilmigtir. Yontemin 0,05 - 2 pg/mL
derisim araliginda dogrusal’dir ve giinler aras1 R? degeri 0,996- 0,9998 arasinda olarak
bulunmusgtur. Dogruluk ve kesinlik igin %geri kazanim ve %BSS degerleri
hesaplanmistir. %BSS degeri %2’nin altinda oldugu gorilmiistiir, bu da ydntemin
kesinligi ve tekrar edilebilirlikte oldugunu kanitlamaktadir. Dogruluk i¢in %geri kazanim
degeri %99,9-101,62 arasinda degismektedir ve %2’den az % hata degerleri elde
edilmistir. Sisteme uygunluk parametreleri de verilmistir ve degerler kabul smirlar
i¢cindedir.

Yontemin gecerliligi bulunduktan sonra mikrodiyaliz amino asitlari igeren
orneklerinde uygulanmistir. Mikrodiyaliz &rneklerinde amino asit iceren yiizden fazla

ornek analiz edilmistir. Mikrodiyaliz 6rneklerinde optimum kosullarda ytiriitillen bir
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analizinden elde edilen kromatogram: Sekil 4.2’de goriilmektedir. Yapilan bu yontem
mikrodiyaliz 6rneklerinde amino asitleri igeren analizi igin gelistirilen ilk ters fazl
yuksek performansli sivi kromatografisi (EKD) yontemidir.

Sonug olarak, tez kapsaminda, mikrodiyaliz 6rneklerinde amino asitleri tayinine
yonelik gelistirilmis olan RP-HPLC (EKD) yoOnteminin literatiire katki saglayacagi

sOylenebilir.
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