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OZET

Kaplan, C. (2021). Akut Lenfoblastik Losemi Tedavisinde Kullanilan L-
Asparjinaz’in Kromatografik Yontemlerle Analizi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim Dal1. Doktora Tezi. istanbul. 2021

L-asparjinaz (L-ASPZ) akut lenfoblastik l6semi (ALL) tedavisinde 1961
yilindan itibaren kullanilan kemoterapétiktir. ALL tedavisinde ilag¢ olarak kullanilan bir
enzimdir. ALL’deki etkisini L-Asparajinin (L-Asn) plazmada diizeyini disiirerek
gerceklestirir. Bu tez calismasinda kromatografik yontemlerle asparajin (Asn), glutamin
(Gln), aspartik asit (Asp) ve glutamik asit (Glu) diizeylerinin yani sira, tedavide L-

asparajinazin aktivitesi lizerine ¢aligilmistir.

Asparjinaz, asparajini, aspartik asit ve amonyagi indirgeyerek tiimor hiicrelerini
asparajinden yoksun birakir. L-Asparjinazla yiiklenen tiimor hiicresi besinsiz kalir ve
cogalamaz. L-asparjinazin hangi dozda, hangi tiiriiniin, kime faydali veya zararl
oldugunu anlamamiz igin terapdtik ila¢ izlenimi 6nem kazanmaktadir. Boylece hem
etkili doz bulunacak hem de tedavi siiresinin kisaltilmas1 katki saglayacaktir.
Immunoassay yontemlerindeki ¢apraz reaksiyonlar ve spektrofotometrik yontemlerdeki

girisimler nedeniyle giivenilirlik ve hassasiyet sorunlari ile karsilagilmaktadir.

Bu tez calismasinda, L-ASPZ’1n aktivitesi i¢in plazmada dort farkli amino asit
tayini, yiiksek performansli sivi kromatografisi-kiitle spektrofotometrisi (HPLC-
MS/MS) yontemi ile gelistirilmigtir. Yontem HILIC kolonda; asetonitril ve amonyum
asetat ¢Ozeltisi hareketli faz1 ile gradient olarak 0.4 mL/dk akis hizinda gelistirilmistir.
Amino asitlerin dogrusal araligt Asn, Asp ve Glu i¢in sirastyla 500-5000 ng/mL, GIn
icin 5-50 ug/mL olarak bulunmustur. Goézlenebilme (LOD) ve tayin simirlari (LOQ) ise
Asn, Asp ve Glu i¢in sirastyla 100-500 ng/mL, Gln i¢in 1-5 pg/mL olarak bulunmustur.
Yontem valide edilerek plazmada analizlere basariyla uygulanmistir. Bu yontem segici

ve tekrarlanabilir, plazma analizlerinde giivenle kullanilabilir niteliktedir.

Anahtar Kelimeler : L-Asparjinaz, akut lenfoblastik 16semi (ALL) amino asit analizi,

kiitle spektrometrisi, terapotik ila¢ izlenimi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 33803

TUBITAK 2211-C Yurt Igi Oncelikli Alanlar Doktora Burs Programi tarafindan
desteklenmistir (1649B031800961basvuru numarast).
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ABSTRACT

Kaplan, C. (2021). Analysis of L-Asparaginase which is used in the treatment of
acute lemfoblastic leukemia with chromatographic methods. istanbul University,
Institute of Health Science, Department of Analytical Chemistry. Doctoral Thesis.
Istanbul. 2021

L-asparaginase (L-ASPZ) is chemotherapeutic used since 1961 in treatment of
acute lymphoblastic leukemia (ALL). It is an enzyme used as medicine in treatment of
ALL. It performs its effect in ALL by reducing level of L-Asparagine (L-Asn) in
plasma. In thesis, aspargine(Asn), glutamine (GIn), aspartic acid (Asp), glutamic acid
(Glu) levels as well as the activity of L-asparaginase in treatment were studied by
chromatographic methods.

Asparaginase degrades asparagine to aspartic acid and ammonia, depriving
tumor cells of asparagine. Tumor cell loaded with L-Asparaginase lacks nutrients and
can’t proliferate. TDM becomes important for us to understand at what dose, type, and
who is beneficial or harmful to L-asparaginase. Thus, both effective dose will be found
and the shortening of treatment period will contribute. Reliability and sensitivity
problems are encountered due to cross reactions in immunoassay methods and
interventions in spectrophotometric methods.

Determination amino acids in plasma for activity of L-ASPZ was developed by
HPLC-MS/MS method. Method was developed with HILIC column and as a mobile
phase gradient acetonitrile and ammonium acetate solution used at 0.4 mL/min flow.
Linear range of amino acids was found to be 500-5000 ng/mL for Asn, Asp and Glu,
and 5-50 pg/mL for GIn, respectively. LOD, LOQ were found as 100-500 ng/mL for
Asn, Asp and Glu, and 1-5 ug/mL for GIn, respectively. Method has been validated and
successfully applied to plasma analyzes. Method is selective, reproducible and can be
used safely in plasma analysis.

Key Words: L-Asparaginase, acute lymphoblastic leukemia (ALL), aminoacid analysis,
mass spectrometry, therapeutic drug monitoring
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1. GIRIS VE AMAC

L-asparjinaz (L-ASPZ) akut lenfoblastik l6semi (ALL) tedavisinde 1961
yilindan itibaren kullanilan kemoterapotiktir. L-Asparjinaz (L-ASPZ), ALL tedavisinde
ilag olarak kullanilan, E. Coli ve Erwinia chrysanthemi kiiltiirlerinden hazirlanan bir
enzimdir. ALL’deki etkisini L-Asparajinin (L-ASN) plazmada diizeyini disiirerek
gerceklestirir. L-Asparjinaz ile doygunlasan tiimor hiicresi besinsiz kalir ve ¢ogalamaz.
L-ASPZ aktivitesinin ve L-ASP diizeyinin tedavide izlenmesi 6nemlidir. En yaygin
yontem, mikroplate hazirlanarak immunoassay teknigi ile L-ASPZ aktivitesinin
olguldigi tekniktir (1).

Aminoasitler i¢in kromatografik bir yontem gelistirmek farkli L-asparjinaz
tirlerinin tepkileri géz 6niinde bulunduruldugunda terapétik ilag izlenimi Klinik olarak
gereklidir. Asparajine bagli protein sentezi, bu enzim tarafindan inhibe edilir.
Asparjinaz, asparajini , aspartik asit ve amonyagi indirgeyerek tiimor hiicrelerini

asparajinden yoksun birakir.

L-Asparjinaz’in (L-ASPZ) lenfomalarda biiyiimeyi engelledigi ve antilésemik
oldugu ispatlanmistir (2). Anti 16semik etkisi nedeniyle L-ASPZ ¢ocukluk c¢agi akut
lenfoblastik 16semi (ALL) tedavisinde vinkristin (VCR) ve prednizon (PRED) ile
baslama tedavisinin standart bileseni olarak kulanilmakta ve tedavi basarisin1 6nemli
oranda artirir. ALL tedavisinde 35 yildir kullanilmasina ragmen, L-ASPZ’nin en iist
diizeyde etkisini saglamanin ve alerjik reaksiyonlarini en aza indirmeninn Yyolu
bilinmemektedir. Yan etkisi daha az olan ancak etkinligi benzer tedaviler
gelistirilinceye kadar, ALL tedavisinde ilk ilag olmaya devam edecektir. ilaca baglh
tirtiker, anaflaksi, serum hastalig1 gibi asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 sik olarak (%20-40)

gortilmektedir.

ALL tedavisinde etkin olarak kullanilan ilaglarindan biri olan L-asparjinazin
viicutta uygun sekilde islevini siirdiirdiigliniin belirlenmesi bu c¢aligmanin amacini
olusturmaktadir. Calisma sonucunda tedavinin etkinligini belirleyen L-asparajin, L-
glutamin, L-glutamik asit ve aspartik asit diizeylerini belirlemek i¢in valide ve etkili bir
amino asit analiz yontemi gelistirilecektir. Gelistirilen yontem ile ilacin etkililigi
belirlenmis olacaktir. Oldukga pahali olan bu ilacin daha etkin kullanimi saglanarak

ekonomiye pozitif katkisi olacagi disiiniilmektedir.



L-asparjinaz viicutta bulunan asparajini, aspartik asit ve amonyaga doniistiriir.
Bu sekilde tiimor hiicresi igin gerekli olan asparajinden yoksun kalir. Bazi durumlarda

asparajin yerine glutamini de kullanilabilmektedir.

Losemi tedavisinde kullanilan L-asparjinaz enziminin tamamiyla ¢alisip
calismadigmin belirlenmesi tedavinin etkililigi i¢in 6nemlidir. Bu konuda L-asparjinaz
aktivitesinin belirlenmesi ve L-asparjinaz diizeyinin belirlenmesi igin ¢aligmalar
yapilmistir (3,4,5). Immunoassay yontemlerde gapraz reaksiyonlar ve spektrofotometrik

yontemlerde girisimler nedeniyle gilivenilir ve dogru sonuglar1 verememektedir.

Bu tez calismasinda, L-asparjinaz’in etkinliginin belirlenmesi igin, enzimin
substratlart olan L-asparajin ve L-glutamin ile iiriin olan aspartik asit ve glutamik asit
diizeylerinin plazmada belirleyerek L-asparjinazin etkinligi ve dolayisi ile tedavinin
etkinligi anlagilmis olacaktir. L-asparjinaz tedavisinden sonra yapilan plazma
analizlerinde tedavi sonucunda L-asparajin ve L-glutamin diizeyleri diisiik, L-glutamik
asit ve aspartik asit diizeyleri yiiksek olarak bulunacaktir. Bu yolla etkin tedavi doz
orani ve araligi ile L-asparjinaza karsi olusturulan viicut direnci de anlasilmis olacaktir.
Bu amagla, L-asparajin, L-glutamin, aspartik asit ve glutamik asit diizeylerinin
plazmadan analizleri i¢in etkin, hassas, se¢ici bir HPLC-MS/MS yontemi gelistirilerek

valide edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. L-Asparjinaz

2.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

L-ASPZ’1in kimyasal adi ‘E. coli L-asparagine amidohydrolase’dir. Kapali
formiilii  C1377H2208N3820442S17 olan L-ASPZ’in  molekil agirhigr 317319 g/mol
g-mol dir (Sekil 2-1). L-ASPZ suda ¢6ziinen beyaz kristal toz halinde bir enzimdir.
Kaynama noktast 760 mmHg’da 204.5+23.0 °C’dir.

Sekil 2-1: L-Asparjinaz’in yapisi

Amino asit kimyasinin tarihi 1806 yilinda iki Fransiz arastirmaci Vauquelin ve
Robiquet, kuskonmaz bitki suyundan izole edilmis asparajin elde edince basladi. 1950
yilinda ilk amino asit sentezlendi. Adolph Strecker alanini asetaldehitten sentezledi.
1925 yilina kadar proteinlerde bulunan 20 amino asidin tamami tanimlanmamustir.
Asparajin ve glutamin amin degil amittir, yan zincir terminal gruplart —CONH: ve
yalnizca —CH2 grubuyla farklilik gosterir. Oldukga polardirlar ve hidrojen baglar
sayesinde su molekiilleri ile oldukca giiclii bir sekilde etkilesime girerler. Aspartik ve

glutamik asit genel amino asitler arasinda elektronca en zengin olanlardir (6).

E. Coli ve Erwinia chrysanthemi kiiltiirlerinden hazirlanan bir enzimdir.
Asparajine bagl protein sentezi, bu enzim tarafindan inhibe edilir. Asparjinazin gérevi
asparajini , aspartik asit ve amonyagi indirgemek suretiyle tiimor hiicrelerini

asparajinden yoksun birakmaktir (Sekil 2-2).
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Sekil 2-2: L-Asparjinaz’in reaksiyon mekanizmasi

2.1.2. Farmakolojisi

L-Asparjinaz viicudumuzda bulunan timdrli hiicrelerin yasamasi i¢in gerekli
aminoasitlerden L-Asparajini’i azaltarak timore karsi savasir. Asparjinaz molekilii
olduk¢a kompleks ve molekiil agirlig: yiiksek oldugundan antijenik etki gosterir ve bazi
insanlara karsi asir1 duyarlilik gosterebilir. Asparjinaz mide-bagirsak tarafindan
emilmez, direkt olarak damardan uygulanir. Plazma seviyeleri doza bagli degismekle
birlikte, plazma yar1 6mrii 8 ila 30 saat arasinda degismektedir ve doz, yas, viicut yiizey
alani, cinsiyet bobrek ve karaciger fonksiyonlart ve hastaligin yaygiligi ile alakalidir.
Arka arkaya 6 giin siire ile giinde 200 1U/kg dozda damardan L-Asparjinaz uygulanan
lenfomali hastalarda serum seviyeleri 4. giinde en yiiksek diizeye ulasir ve 12. giine
kadar kademeli olarak azalir. Verilen dozun % 20’si lenfatik sisteme geger. Beyin-
omurilik sivisinda, plazmadakinin % 1’inden daha az oranda bulunur. idrarda ¢ok az
miktarda bulunabilir. Intravenéz asparjinaz uygulamasimi takiben eger direng
gelismezse, kan asparajin konsantrasyonlart hemen o6lgiilemeyecek kadar diisiik
diizeylere iner ve tedavi devam ettigi siirece Olgillemez diizeyde kalir. Asparjin,

tedavinin sonlandirilmasiyla 12 —33 giinde tekrar plazmada gozlemlenebilir (7).



2.1.3. Terapotik Ila¢ Diizeyi izlenimi (TiDI)

Gegmis yillardan bu yana yeni ilag gelistirilmesinin amaci terapotik etkisi
yiiksek olan, buna karsin yan ve/veya toksik etkileri olmayan veya en az olan ilag
tedavilerini klinige sokmak olmustur. ilaglarin gerek terapotik gerek yan etkilerinin
ilacin miktar1 ile baglantili oldugu bilinmektedir. Cogu ila¢ igin arastirmalara
dayanilarak elde edilen standart doz uygulamasi genelde bir sorun olusturmaz. Buna
karsin bakteriyel enfeksiyonlar, kalp rahatsizliklari, epilepsi, asttm, KOAH, immiin
supresyonun gerektigi durumlar veya psikiyatrik hastaliklarda kullanilan ilaglar i¢in ise
¢ok daha karmasik ve kesin doz belirlenmesi gerekmektedir. Bu yoniiyle TIDI hastanin
Klinik izlemi bakimindan ¢ok Onemli bir yerdedir.Genel manada, tedavi sirasinda
erisilen plato konsantrasyonu hakkinda bilgi edinmek ve ilag konsantrasyonunun yeterli
diizeye ¢ikip-cikmadigini kontrol ederek tedavi etkinligini artirmak veya toksisiteyi
onlemek amaciyla viicut sivilarinda bulunan ilag diizeylerinin 6lgiilmesine Terapotik
llag Diizeyi 1zlemi (Therapeutic Drug Monitoring) adi verilmektedir. ilaglarm atilim
ve/veya metabolizmasini etkileyen degiskenlere bagli olmak iizere dolasimdaki ilag
konsantrasyonunun ve buna bagl olarak ilag etkisinin farklilik gézterdigi bilinmektedir.
Bu degiskenlerle iligkili olarak 6zellikle bazi ilaglar veya ilag gruplari i¢in dolasimdaki
ila¢ diizeyinin yakindan izlenmesi hastanin klinik takibi ac¢isindan bir zorunluluktur.
Eger takip yapilmazsa organ Vyetersizliginden Olime, aritmilere, kardiyak
rahatsizliklardan, epilepsi ndobetlerinden organ reddine kadar olduk¢a ciddi
rahatsizliklara sebebiyet verebilir. TIDI terapdtik cevabin derecesini degerlendirmek
veya olasi toksik ve yan etkileri engellemenin yaninda, ila¢ tedavisinin uygunlugu
hakkinda bilgi edinmek, ilag etkilegsmeleri ve yan etkileri ortaya koymak bakimidan da
etkin bir sekilde klinik izlemde kullanilmakta ve laboratuarlar arasinda giderek artan bir
Ooneme sahip olmaktadir. Arastirmalarda ilag diizeylerinin analizi ilk olarak 1950’li
yillarin sonlarinda yapilmaya baglanmistir. Bu yillardaki 6l¢timler rutin klinik servislere

hizmet etmekten daha ¢ok, aragtirma maksadiyla yapilmustir (8).

Terapotik ilag izlenimi sonucu, ilagtan minimum toksisiteyle en uygun cevabin
almabilmesi hedeflenmektedir. Ila¢c tedavisi izlemi sadece hastanin ila¢ kan
konsantrasyonunu olgerek, olmasi gereken konsantrasyon araligi ile kiyaslamak olarak
diisiiniilmemelidir. Ilacin kan konsantrasyonu 6lgiimiinii uygun bir bicimde
degerlendirebilmek icin ilacin kararli duruma ulasip ulagsmadigi, 6rnek alma zamani,

ilacin son dozunun verildigi zaman, yakinda atlanmis doz olup olmadigi, intravendz



verilen ilaglar i¢in ilacin inflizyon siiresi gibi bilgilere ihtiya¢ vardir. Ayrica, dar
terapotik aralikl ilag izlemi bilingli olarak yapildiginda, gereksiz ve hatali kan ornegi

almanin 6nlenmesi suretiyle, tedavi masraflarindaki artis da azaltilmaktadir.

Asparjinaz, akut lenfoblastik l6seminin (ALL) tedavisi i¢in kemoterapotik
tedavilerde yaygin olarak kullanilmaktadir ve ozellikle ¢ocuklarda tedavi oranlarinda

onemli bir iyilesmeye yol agmustir.

Normal hiicrelerde, aspartik asit ve glutaminden L-Asparajin sentezleyen
asparajin sentetaz bulunur. Losemik hiicrelerde bu enzim eksik oldugundan, hiicre i¢in
gerekli bu esansiyel aminoasit tretilemez. L-Asparjinazla yiiklenen tiimor hiicresi
besinsiz kalir ve ¢ogalamaz. Bu yiizden L-asparjinazin miktar tayini 6nem
kazanmaktadir. L-asparjinaz dozu kisinin kilosu, yasi ve benzeri parametreler ile
degiskenlik gostermektedir. Dozu fazla veya az vermek ise tedavinin saglikli sonug
vermesini engelleyebilir. Ayrica ilacin farkli kaynaklardan elde edilmesi kiside alerji
gibi yan etkileri olabilir. Bu sebeplerden otiirii hem dogru dozlama hem de dogru
kaynak kullanmak tedavinin hizlanmasina ve hastanin en az yan etkiye maruz kalmasini

saglayacaktir.

Yapilan aragtirmalarda L-ASPZ’1n ii¢ farkli kaynaktan elde edilmekte ve tedavi
de kullanildig1 ortaya c¢ikmaktadir. E.Coli, Ervinia Carotovora ve E. Coli den elde
edilen L-ASPZ’m polietilen glikol ile baglanmasiyla olusan PEG L-ASPZ tiirleri
kullanilmaktadir. Tekrarli doz alimlarinda enzim aktivitesinin azalmasi durumlarinda

farkli tiir L-ASPZ kullanilarak tedaviye devam edilmektedir.

Ik verilen tiirdeki L-asparjinaz viicutta tanindiktan sonra artik islevsiz hale
geleceginden, tedavi siiresince ikinci L-asparjinaz tiiriine gegilebilir. L-asparjinaz viicut
dis1 bir enzim olarak tanimlanacagindan immiinolojik reaksiyon olacaktir. Bu yiizden
diger L-asparjinaz kaynaklarindan tedavi devam edebilir. L-asparjinazin hangi dozda,
hangi tiirtiniin, kime faydali veya zaral1 oldugunu anlamamiz i¢in terapdtik ilag izlenimi
onem kazanmaktadir. Bu sayede hem etkili doz bulunacak hem de tedavi siiresinin

kisaltilmasi1 planlanmaktadir.

Asparjinaz aktivitesini ve daha sonra asparajin tiikenmesini etkileyen birgok
faktoriin daha iyi anlasilmasi, doktorlarin tedaviyi kisiye gore uyarlamasina, terapotik
etkiyi en iist diizeye ¢ikarmasina ve tedaviyle iliskili toksisiteyi en aza indirmesine izin

verebilir. Terapotik ilag izlenimi hastanin mevcut tilkenme durumunu degerlendirmek



icin bir yol saglar ve tedavi ayarlamalarinin potansiyel faydasini daha 1iyi

degerlendirmek i¢in kullanilabilir.

Asparajin tiikkenmesi L-ASPZ tedavisinin farmakolojik hedefi olarak kabul
edilirken, tiim hastalar i¢in evrensel olarak kabul edilen bir doz veya tedavi programi
yoktur. Asparajin seviyeleri bireyler arasinda biiyiik farkliliklar gosterir, L-ASPZ dozu
ve serum asparajin konsantrasyonlar1 arasindaki iligkiyi etkileyen ¢esitli faktorler vardir
(9). Asparjinaz tedavisinin tedavi yogunlugunu ve siiresini optimize etmek potansiyel
olarak sonuglarda daha fazla iyilesme ile sonuglanacaktir. Asparajin miktarmin tayini ile
L-asparjinazin tedavi edici dozu veya siiresi saptanabilir. Karakterizasyon ve
kromatografik analizler ile hastalarin iyilestirme siireleri ve viicuduna kemoterapiyle
daha fazla zarar vermeden daha iyi kosullarda iyilesmesine pozitif yonde katki

saglayabilir.

2.1.4. Yan Etkileri

L-Asparjinaz farkli farkli yan etkilere sebep olabilir. En basta yasami tehdit
edici allerjik reaksiyonlar gelmektedir. Ayrica karaciger fonksiyonlarinda bozulma,
pankreatit, tromboz gelisimi, serebral disfonksiyon, parotitis ve immiin fonksiyon
bozuklugu, L-ASPZ’a bagli olarak gelisebilecek diger yan etkiler arasindadir. L-
asparjinaz’in lilkemizde halen bulunan ve bdoliimiimiizde kullanilan tipi E. coli’den
tretilen tiir olup, cok siddetli allerjik reaksiyonlara yol acabilir. Siddetli allerjik
reaksiyon gelisen vakalarda farkli bir preparat ‘Erwinia L-asparjinaz’ veya doz ve

araligin1 degistirilmek sart1 ile PEG-asparajinaz tavsiye edilmektedir (10).

2.1.5. Amino Asitler

Proteinleri olusturan esas yapi taglar1 aminoasitlerdir. Kimyada bir amino asit
hem “amin” hem de “karboksil” iceren bir molekiildiir. Aminoasitlerin ard arda
eklenmesiyle ortaya c¢ikan kisa polimer zincirler “peptid”, uzun zincirler ise
“polipeptid” veya protein olarak isimlendirilir. Hiicre igerisinde ribozomlar, mRNA
molekiillerini kalip olarak kullanarak aminositleri u¢ uca ekleyerek proteinleri
sentezlerler. Bu olaya translasyon (geviri) denir. Amino asitlerin tamamiin ayni
zamanda bir proteinin yapitasinda bulunmasi gerekmez. Ayrica hepsi ayn1 miktarda da
degildir. Glutamin plazmada en fazla bulunan amino asittir. Proteinlerin yapisinda daha
farklt amino asitler de olabilir. Insanlarda amino asitler, 20 temel amino asitle olusmus

polipeptidlerin daha sonra “farklilasmalari” ile olusur. Protein sentezi isleminin genel



hata oran1 10—4 civarindadir (her 10000 amino asitten biri yalnis yerlestirilir). Bazi
antibiyotikler dogrudan, bazi kanser ilaclar1 ise dolayli olarak protein sentezine
miidahale ederek etki gosterirler” (11). Amino asitlerin yapilar1 Sekil 2-3, 2-4, 2-5, 2-

6’da, asitlik sabitleri Tablo 2-1’de verilmistir.

O
O
OH
NHz NH;

Sekil 2-3: L-asparajin molekiil yapisi

O 0]
HoN J\/\l)J\OH
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Sekil 2-4: L-glutamin molekiil yapisi
O

@)

OH
OH NH,

Sekil 2-5: L-aspartik asitin molekiil yapisi

0 0
HOJ\/\I)J\OH
NH,

Sekil 2-6: L-glutamik asitin molekiil yapisi



Tablo 2-1: Amino asitlerin pKa degerleri.

Amino asit pKa: pKa;
L-asparajin 2.02 8.80
L-glutamin 217 9.13
L-aspartik asit 1.88 9.60
L-glutamik asit 2.19 9.67

2.1.5.1. Enzimler

Enzimler, biyolojik sistemlerin reaksiyon katalizorleridirler; biyokimyasal
olaylarin viicutta yasam ile uyumlu bir sekilde gerceklesmesini saglayan kimyasal
ajanlardir. Biyolojik katalizdrler olarak da adlandirilan enzimler, besleyici molekiillerin
yikildigi, kimyasal enerjinin depolandigi ve seklinin degistirildigi, basit prekiirsorlerden
biyolojik makromolekiillerin iretildigi metabolik yollarda yiizlerce reaksiyon
basamagini katalize ederler. Enzimlerle katalize edilen tepkimeye katilan kimyasal
molekiillere substrat denir. Enzimler belirli kimyasal reaksiyonlari hizlandirirlar;
substratlart i¢in yliksek derecede spesifiteye sahiptirler; sulu ¢ozeltilerde ¢ok 1limli
sicaklik ve pH durumlari altinda islevseldirler. Metabolizmaya katilan birgok enzimin
bazilar1 diizenleyici enzimlerdir. Enzim sistemleri, diizenleyici enzimlerin etkisi
araciligiyla, yasami siirdiirmek i¢in gerekli bircok farkli metabolik aktivite arasinda
uyumlu bir etkilesim olusturmak iizere ayarlanir. Diizenleyici enzimler, g¢esitli

metabolik sinyallere katalitik aktivitelerini gerektigi sekilde degistirerek cevap verirler.

Enzim konsantrasyonu ve diger biitiin kosullarin stabil oldugu bir ortamda
oldukga kiigiik bir substrat konsantrasyonunda, enzim molekiillerinin ¢ogu serbest kalir,
Enzim-subsrat (ES) yapist az miktarda olusur ve dolayistyla {irline doniisen substrat
miktar1 veya reaksiyonun hizi diistiktiir. Substrat konsantrasyonunun belirli artiglart ile
enzim molekiillerinin yarisinin serbest kalip yarisinin ES kompleksi olusturdugu yari
maksimal hiz (1/2 Vmas) noktasina varilir. Substrat konsantrasyonunun belirli

artislarinin devaminda enzim molekiillerinin hepsinin ES kompleksi olusturdugu bir
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noktada reaksiyon hizi maksimumdur (Vmas) Ve bu noktadan sonra substrat
konsantrasyonunun artisi ile reaksiyon hizi artik yiikselmez. Enzim konsantrasyonu ve
diger kosullarin sabit oldugu bir ortamda enzimatik reaksiyonun hizi, substrat
konsantrasyonunun artirilmasiyla baslangicta dogrusal bir artis gosterir; fakat substrat
ilave edildik¢e hiz giderek daha az oranda artar ve belirli bir Vmaks seviyesinde stabil
kalir. Vmaks noktasindaki substrat derisimini enzimi doyuran ve bunun lizerinde her
hangi bir deger olabileceginden bunun 6l¢iilmesi deneysel olarak zordur. Buna karsilik
enzimatik bir reaksiyonda enzim molekiillerinin yarisinin substrata doydugu ve boylece
yart maksimal hizin (1/2 Vmas) incelendigi noktadaki substrat konsantrasyonu
Olgiilebilir (Sekil 2-7). Bir enzimatik tepkimede enzim molekiillerinin yarisinin
substrata doydugu ve boylece yart maksimal hizin bakildigi noktadaki substrat
konsantrasyonuna ‘“Michaelis-Menten sabiti” denir ve Km kisaltilmis halidir. Bir enzim
icin Km (Michaelis-Menten sabiti), enzim ile verilen substratin karsilikli etkilesimlerini
karakterize eden bir sabit sayidir; enzim derisiminden bagimsiz bir degerdir; maksimum

hizin yarisina erisildigi zamandaki substrat konsantrasyonunun ifadesidir (12).

Enzimatik bir reaksiyon igin Vo, Vmaks, Km ve [S] arasindaki iligki, “Michaelis-
Menten denklemi (Denklem (2-1))” denen esitlikle ifade edilir:

N

Vo

Vmaks/2 |..- - /

N

(S]

Sekil 2-7: Enzim hiz1 ve subsrat konsantrasyonunu gosteren grafik
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2.1.6. Sivi Kromatografisi

2.1.6.1. Sivi Kromatografi Sistemleri

Laboratuvarlarda kullanilan bir¢ok farklt model sivi kromatografi sistemi

mevcuttur. Burada yiiksek performansl sivi kromatografisinin genel yapis1 verilecektir.

2.1.6.2. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)
Bir HPLC cihazina ait baslica bilesenler (Sekil 2-8)’de basit haliyle
gosterilmistir. (Sekil 2-10)’da ise laboratuvarda kullanilan bir HPLC sistemine ait resim

verilmistir.

—\

Cozicu Kabi

ah
EE Fazlasi

Pompa T

ve ] ¥ Dedekeor _>1
Gaz Uzaklastiric " R
2 ? Glivenlik * lﬁ
Kolon

Kolonu
Numune Kaydedici Atk

v
Ma

/

Sekil 2-8: Bir HPLC cihazinin sematik gosterimi

Siv1 kromatografisinde; genellikle ¢ok kiiclik tanecikleri iceren kolonlarin
kullanimiyla tabaka sayilari iyilestirilmis ve kolona basing uygulanarak akis hizi
arttirllmis  olan yiiksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC) cihazlar

kullanilmaktadir. HPLC, sagladig: yliksek dogruluk, kesinlik ve hassaslig1 ayrica ugucu
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olmayan tiirler i¢in de kullanilabilmesi nedeniyle en ¢ok tercih edilen enstriimental
kromatografi tlirtidiir.

Bilindigi gibi kromatografi tekniginde kullanilan yontem ne olursa olsun tiirler,
kolonda dagilma sabiti (KD) degerlerine bagh olarak ilerler ve kolonu belli bir sira ile
terk ederler. Modern aletli tekniklerinde, kolondan c¢ikan her bir tiir, uygun bir
dedektoriin kullanilmasiyla bir sinyal olarak algilanir ve zamana veya hareketli fazin
hacmine gore bir kromatogram seklinde gosterilir. (Sekil 2-9)’da, iki bilesenli bir
ornege ait bir kromatogram goriilmektedir.

(Sekil 2-9)’da goriilen to degeri, kolonda hi¢ tutulmayan bir tiire ait alikonma
zamanidir. Yani to i¢in, hareketli fazin enjeksiyon kismindan baslayip detektore
ulagmasi i¢in gecen zaman da diyebiliriz. tr1 Ve tr2 ise sirastyla kolondan ilk ¢ikan ve
ikinci ¢ikan tirlere ait alikonma zamanlaridir. Alikonma zamani; analitlerin tiirii, sabit
fazin tiirti, hareketli fazin tiirli, akis hiz1 ve kolon uzunlugu faktorlerine bagli olarak
degisebilir. Kolonda ilerleyen bilesenlerin go¢ hizlartyla ilgili olarak kromatografide
sikca kullanilan bir parametre alikonma veya kapasite faktoriidiir. Alikonma faktori, k'

ile gosterilir ve asagidaki Denklemde (2-2) verildigi gibi bulunur:

(2-2)

Alikonma faktoriiniin 2’den kii¢iik olmasi eliisyonun ¢ok hizli oldugunun,
10’dan biiyiikk olmasi ise ellisyonun ¢ok yavas oldugunun gostergesidir. Her iki
durumda kromatografik olarak sakincalidir. Bu nedenle ideal bir ayirmada ¢dziinen
tirlere ait k' degerlerinin 2 ile 10 arasinda olmasi istenir. Bir kolondaki tiirlerin go¢
hizlariin bagil bir ifadesi olan secicilik faktorii (o) ise asagidaki formiile gore

hesaplanir Denklem (2-3):

_ tR2 —t0

“TirR1—-10
(2-3)

Bir  kromatografik  kolonun  verimliliginin  gostergesi elde edilen

kromatogramdaki piklerin keskinligidir. Kolona enjeksiyon yapilmasi ile tiirler kolonda
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ilerlerken kolonun sonuna dogru, tiirlere ait bantlarda genisleme oldugu goriiliir. Bu
duruma; boyuna difiizyon ve fazlar arasi kiitle aktarimlari gibi baz1 kinetik olaylar
neden olmaktadir. Kolon verimliligi kuramsal tabaka sayis1 (N) adi1 verilen bir nicelik

ile olgtliir (Denklem (2-4)):

ft |
N=16x|-E|
| w i

s (2-4)

Bu esitliklerde yer alan w, Sekil 2-8’den de goriilecegi gibi bir pike ait taban
genisligi, tr ise ayn1 pikin elde edildigi alikonma zamanidir. Kolon verimliliginin baska
bir nicel 6lgiisti ise (H) tabaka yiiksekligidir ve tabaka yiiksekligi ile tabaka sayisi

arasinda asagidaki esitlikte goriildiigii gibi ters orant1 vardir (Denklem 2-5) :

H= =
N (2-5)

Bu esitlikteki L, kolon dolgu malzemesinin uzunlugudur.

— B 3 = wn

I [ t, Zaman

-

Sekil 2-9: Iki bilesenli bir numuneye ait kromatogramda taban genisliginin gosterilmesi

v
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Bir kolonun ayiriciligl ya da ayirma giicii, kolonun bir numunede bulunan tiirleri
birbirinden ne derece ayirabildiginin nicel bir 6l¢iisiidiir. Ayrima giicii (rezoliisyon) Rs

ile gosterilir ve asagida verilen Denklem (2-6) bulunabilir:

(2-6)

Rs degerinin 1’den biiylik olmas1 iyi bir aymricilik gostergesidir. Yiiksek Rs
degerlerinin elde edilebilmesi i¢in N, a ve k' degerlerinin de miimkiin oldugunca biiyiik

olmasi gerekir (14).

Sekil 2-10: Laboratuvarda kullanilan bir HPLC sistemi
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2.1.6.3. Coziicii Sistemi

Bir HPLC analizinin basarili olmasi yiiksek ihtimalle dogru ¢oziicii sisteminin
belirlenmesine baglidir. HPLC’de hareketli faz olarak kullanilan farkli farkli ¢oziiler
bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 Tablo 2-2’de verilmsltir. HPLC’de kullanilacak
¢Oziiciiniin kaynama noktasi fazla yiiksek olmamalidir, viskozitesi de diisiik olmalidir,

kullanilan dedektorle mutlaka uyumlu olmalidir ve toksisitesi diisiik olmalidir.

Tablo 2-2: HPLC’de kullanilan bazi ¢ozeltiler ve 6zellikleri

Kaynama . ) ]
Coziicii Viskozite (cp) Polarite (p') Kirilma indisi
noktasi (°C)

Hekzan 69 0.3 0.1 1.4
Diklorometan 40 0.4 3.1 1.4
Etil asetat 77 0.4 4.4 14
Kloroform 61 0.6 4.1 15
Tetrahidrofuran 66 0.6 4.0 1.4
Asetonitril 82 0.4 5.8 1.3
Metanol 65 0.6 5.1 13
Su 100 1.0 10.2 1.3

HPLC’de eliient olarak ¢ogunlukla iki ya da daha fazla ¢oziicliden olusan bir
karisim kullanilir. Bu karisimlarda da genellikle belli oranlarda zayif ¢6ziicli olarak su
ve kuvvetli ¢oziicii olarak da tetrahidrofuran, asetonitril ve metanol ve gibi organik
coziiciiler kullanilir. Baz1 ¢ok bilesenli 6rneklerde, analiz boyunca ayni ¢6ziicii bilesimi
kullanildiginda baz1 eliisyon sorunlar1 yasanabilir. Bazi bilesenler kolondan ¢ok hizli,
bazilar1 ise ¢ok geg gelebilir. Bu sproblem, analiz boyunca eliient bilesiminin bir ¢oziicii

programlamasi ile degistirilmesi yoluyla ¢oziilebilir. Sivi kromatografide bu yolla
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yapilan eliisyonlara gradient eliisyon, analiz siiresince sabit bilesimli bir eliientin

kullanilmasiyla yapilan eliisyona ise izokratik eliisyon denir (13).

2.1.6.4. Pompa

HPLC’de ileri-geri hareket eden pistonlu yiiksek basing pompalarindan
yararlanilmaktadir. Benzer yontemle ¢aligan ii¢ tip pompa vardir, bunlar; siringa benzeri
pompalar, silindir yollu pompalar, pnématik pompalardir. Bu tip pomplar ile 8000 psi
basinca c¢ikilabilir ve 0.2-10 mL/dk akis araliinda uygun calisir. Sivi faz ¢ok
sikigtirilabilen bir faz olmadigi i¢in ani basing artmalarinda cihazin herhangi bir
yerinden sivi kagagi problemi yasanabilir. Cihaz bu basincin {istiine ¢ikilmasi halinde

otomatik olarak sivi aksini durdurur (13).

2.1.6.5. Kolon
HPLC’de kolon olarak ¢esitli biiyiikliik ve caplarda, cam veya paslanmaz
celikten yapilmis ve iginde uygun bir sabit faz bulunan malzemeler kullanilir. HPLC

cihazlarinda kullanilan ti¢ temel kolon tipi vardir (Tablo2-3).

Tablo 2-3: HPLC’de kullanilan temel kolon ¢esitleri

Numune miktari

Kolon Yari cap1 (mm) AKis hizi1 (mL/dKk)
(mg)

Mikro analitik 1-2 0.01 0.10

Standart analitik ~ 3-5 0.10 1.00

Preperatif 5-20 10.00 10.00

Kolon igerdigi dolgu malzemelerinin yarigaplari ise 3-20 um arasinda
olabilmektedir. Kolon dolgu malzemesini olusturan taneciklerin yaricapi ne kadar
kiiciik olursa teorik tabaka yiiksekligi o kadar az olur ve kolonun verimliligi de o kadar
fazla olur. Ancak ¢ok kiiciik taneciklerin olmasi durumunda da kolonda olusan geri

basing yiikselebilir. Bu sebeple en uygun sartlar1 saglayan dolgu malzemeleri tercih
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edilmelidir. HPLC sistemlerinde siklikla, yararlanilan ana kolonun 6n tarafina daha kisa
boyutta, fakat ana kolonla ayn1 malzemeyle dolgulu, emniyet kolonu olarak adlandirilan
bir kolon baglanir. Emniyet kolonlar1 ana kolonlara gére daha ucuzdur ve ana kolonu
olabilecek yiiksek konsantrasyon ve safsizliklardan korur. Kirlendiginde ¢ok daha rahat
degistirilebilir (13).

2.1.6.6. S1ivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)

S1v1 kromatografi-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS), sivi
kromatografisinin (HPLC) kiitle spektrometrisinin (MS) kiitle analizi yetenekleri ile
fiziksel ayirma Ozelliklerini birlestiren bir analitik kimya yontemidir. Eslesmis
kromatografi - MS sistemleri kimyasal analizde yaygindir ¢iinkii her yontemin kendine
has yetenekleri iyilestirilmistir. Sivi kromatografisi, karisimlart c¢oklu bilesenlerle
ayirirken, kiitle spektrometresi, yiiksek molekiiler 6zgiilliik ve algilama duyarlilig: ile
bireysel bilesenlerin yapisal kimligini saglar. Sivi kromatografisi biriminden
ayristirilmig analitler iyonlastirilarak MS/MS kismina gonderilirler. MS/MS béliimiinde
iyonlar ilk kuadropolden kiitle/yliik (m/z) oranlarinda ayristirilarak collision cell
(parcalanma hiicresi) olarak adlandirilan girisim hiicresine dogru gonderilir. Burada
yiiksek saflikta azot gazi ile ¢arpistirilan molekiiller pargalanarak ikinci kuadropole
gonderilirler. Ikinci kuadropol kismindaki bu ikinci iyonlar da kiitle/yiik (m/z)
oranlarinda ayristirilarak kiitlesel olarak analiz edilirler. Ayni m/z oranina sahip pek ¢ok
molekiil olabilecekken ayni pargalanma iyonlarma sahip molekiillerin dogal olarak
bulunma orant 1/10000°dir. Bu ardisik teknik, biyolojik ve ¢evre kaynakli kompleks
numunelerde yaygin olarak bulunan biyokimyasal, inorganik ve organik bilesikleri
hassas bir yolla analiz etmek igin kullanilir. Bu nedenle, LC-MS/MS gida isleme, ¢evre
izleme, farmasotik, zirai ilag, biyoteknoloji ve kozmetik endiistrileri gibi farkli alanlarda
kullanilabilir. LC-MS/MS, analitlerin nitel ve nicel olarak analizlerinde kullanilabilir.
Karmasik ortamlarda yer alan tekli veya ¢oklu analitlerin analizinde, gidalardaki katki
maddeleri veya pestisitlerinin analizlerinde, ilag etken maddelerinin yaninda safsizlik ve
metabolitlerinin analizinde, eser diizeydeki maddelerin analizinde, kan, idrar, doku gibi
biyolojik 6rneklerin analizlerinde yiiksek hassaslik ve dogrulukla veriler elde edilebilir.
Numunede bulunan bilesenlerin miktari, yapisi ve molekiil agirligi lizerinde analizler
yapilabilir. Kiiciik farmasotik bilesiklerden biiyiik molekiillerin tayinine kadar, polar

iyonik, termal kararsiz ve ugucu olmayan bilesiklerin analizleri gibi genis yelpazede
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farkli bilim dallar i¢in g¢alismalar yapilabilir. Gliniimiizde LC-MS/MS sistemi 1000 bar
basingla calisan sivi kromatografi (LC) {initesi ile ii¢lii kuadropol sisteminden olusan
kiitle spektrometresinden (MS/MS) meydana gelmektedir. Sistem ESI, elektrosprey
iyonizasyon ve APCI, atmosferik basing kimysal iyonizasyon iyon kaynaklari
barindirmakta ve bu yolla daha genis bir analiz gesitliligi saglamaktadir. Halihazirda
yapilan analizlerden bazilari; yenidogan taramasi, adli tip analizleri, tipta, veterinerlik
ila¢ kalint1 analizleri, ilag metabolitleri analizi, gida pestisit analizleri, suda kalint1 ve

kirlilik tayini uygulama alanlar1 arasindadir (14).

Calismalar sirasinda Agilent 6420 HPLC-MS/MS cihazi kullanilmistir. Cihaz
elektrosprey izonizasyon teknigini kullanmaktadir. ESI kullanan kiitle spektrometrisine
elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometresi (ESI-MS) veya nadiren elektrosprey
kiitle spektrometresi (ES-MS) denir. ESI ¢alisma prensibi geregi molekiilleri ¢ok az
boldiigi icin ESI bir “yumusak iyonizasyon” teknigi olarak smiflandirilir. Bu,
molekiiler iyonun (veya daha dogrusu bir sézde molekiiler iyonun) her zaman
gbzlemlenmesi bakimindan avantajli olabilir, ancak alinan basit kiitle spektrumundan
cok az yapisal bilgiye ulagabiliriz. Bu dezavantaj, ESI'nin ardisik kiitle spektrometresi
(ESI-MS/MS) ile birlestirilmesiyle ¢oziilebilir. ESI'nin tstlinligii, ¢ozelti hali bilgisinin
gaz halinde koruyabilmesidir (15).

2.1.7. Sistem Uygunluk Testi

Sistem uygunluk testi genelde tiim analitik sistemin (cihaz, reaktif, kolon ve
analist dahil) istenilen uygulamaya uygun oldugundan emin olmak i¢in laboratuvarlar
tarafindan kullanilir. Sistem uygunluk testinin genel amaci kromatografik uygunluk
(6rnegin: kuyruklanma faktoriinii test ederek, kritik pik ¢iftlerinin kolon etkinligi ve
rezoliisyonunu test ederek) ve istikrarli sistem performansindan (Ornegin: test
standartlarinin tekrar enjeksiyonuyla) emin olmak ic¢in kromatografik sonuclari
izlemektir.

USP’ye gore sistem uygunluk testleri gaz ve sivi kromatografisi metodlarinin
ayrilmaz bir pargasidir. Bunlar analizin yapilabilmesi i¢in kromatografik sistemin
rezoliisyon ve tekrarlanabilirliginin yeterli oldugunu dogrulamak icin kullanilir. Testler
cihaz, elektronik, analitik islemler ve analiz edilecek Ornekler ayrilmaz bir biitiini

olusturur ve bdyle degerlendirilir.
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Tipik kromatografik metodlar i¢in beklenen limitleri detaylandiran sayisiz
kaynaklar vardir. FDA’in su anki kilavuzunda “Analitik metodlarin validasyonu”

asagidaki kabul limitleri baslangig kriteri olarak onerilmistir (Tablo 2-4 ) (16).

Tablo 2-4: FDA kilavuzu sistem uygunluk testi i¢in baslangi¢ kabul kriterleri.

Parametre Limit

Kapasite faktorii k>>2
Enjeksiyon kesinligi RSD<%1,n>5
Rezoliisyon Rs>2
Kuyruklanma faktorii T<2

Teorik plaka sayisi N> 2000

Kapasite faktorii, rezoliisyon ve teorik plaka sayisindan bolim 2.1.6.2.°de

bahsedilmistir.

Enjeksiyon kesinligi, RSD (bagil standart sapma) olarak ifade edilir ve
kromatografik sistemin performansini gosterir. Bu, numunelerin analizleri sirasinda
pompanin, kolonun ve gevresel kosullarin degerlendirilmesidir. Numune hazirligt ve

tiretim degiskenleri bu parametreler ile degerlendirilemez.

Kuyruklanma faktoriinii asagidaki formiille hesaplayabiliriz Denklem (2-
7). Pikteki kuyruklanma arttik¢a miktar tayininin dogrulugu azalir.

T=WA0.05

2F (2-7)
Wx0,05 = Pik yiiksekliginin 20’de 1’indeki pik genisligi

f = Pikin maksimumdan dik olarak indirilen dikme ile pik yiiksekliginin 20’de

1’inde pikin kenarina kadar olan mesafe.



20

2.1.8. Analiz Yontemleri

2.1.8.1. HPLC-MS/MS Yontemi ile Analizler

Purwaha ve ark. L-asparjinazin etkisini arastirmis ve 29 metaboliti i¢eren
verimli bir LC-MS/MS metodu gelistirmislerdir. Zorbax SB C-18 kolon kullanilmistir.
LOD 0.002 (alanin igin)- 0.250 uM (aspargjin ig¢in), LOQ ise 0.007- 0.760 uM
araliginda degismektedir (17).

Le ve ark. amino asitleri tiirevlendirmeden basit bir numune hazirlama
yontemiyle, hassas bir LC-MS/MS metodu gelistirmistir. Analiz siiresi 15 dakikadir,
tekrar enjeksiyon kesinligi biitiin bilesikler igin ortalama %2.8 ve dogrusal korelasyon
katsayist  0.995°tir. Bilesiklerin ¢ogu giivenilir bir sekilde 0.1 uM’in altinda
bulunmustur (18).

Asparajin sentetaz (ASNS) protein konsantrasyonu tayini lizerine Susan ve ark.
MS ile kompleks ornek karigimlarinda ¢alismistir. Bu metod direkt olarak ASNS
proteinini belirler. Yontemin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 30 vel00 attomol olarak
bulunmustur (19).

Haoyang ve ark. kararli bir izotop isaretli i¢ standart (ASN-D3) kullanarak insan
serumunda L-asparajinin tayini i¢in bir hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi tandem
kiitle spektrometrisi (HILIC-MS/MS) yontemi gelistirmistir. Serum L-asparajin
konsantrasyonlari, kabul edilebilir dogruluk ve kesinliklerle 2-200 uM'lik bir dogrusal

kalibrasyon egrisi araliginda belirlemistir (20).

Bu galisma ile Hyeon ve ark., L-aspartik asit, L-asparajin ve L-asparjinazin
plazmadaki seviyelerini belirlemek i¢in bir UPLC-MS/MS yontemi gelistirmeyi
amaclamistir. Analiz i¢i ve analizlerler aras1 dogruluklar L-aspartik asit i¢in %96.62—
106,0 araligindadir, L-asparajin igin %89.85-104.8 ve varyasyon katsayisi (%CV) %7'yi
gecmemistir (21).

2.1.8.2. Diger Yontemler ile Analizler

Zhang M. ver ark. tedavi sirasinda serumdaki L-ASPZ seviyesinin azalmasini
incelemistir. HPLC-floresans ve ters faz kromatografisi kullanilmistir. Eksitasyon ve
emisyon dalga boyu olarak sirasiyla 340 ve 440 nm dalga boylarin1 kullanilmigtir.
Tiirevlendirme icin ortho-fitalaldehit ve ethanetiyol’den yararlanilmistir. L-asparajin

icin dedeksiyon limiti 0.76 nmol/mL’dir. (22).
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A. Jambor ve 1. Perl derlemeden yaptiklart c¢alisma ig¢in = 9-
fluorenilmetiloksikarbonil ile tlirevlendirme yapmigslardir. 22 amino asiti analiz igin
fotodiyot array (DAD) ve floresans (FL) dedektorii es zamanli kullanmistir. FMOC ile
tirevlendirilen amino asitlerin tayin sinirin1 (LOQ) serin, glisin ve valin (2,5 pmol)

hari¢ 1 pmol bulunmustur (23).

Huang G. ve ark. kolon oncesi tiirevlendirme kullanarak HPLC-FL dedektor ile
calismuistir. Tirevlendirme igin o-fitalaldehit (OPA), n-asetil-sistein ve C-18 kolon

kullanmistir. Amonyak ve 4 birincil amin i¢in LOD 24 pptv, analiz siiresi 20 dakikadir
(24).

Lanvers C, Paulo J ve ark. mikroplate okuma yontemiyle L-asparjinazin
serumda terapotik ila¢ izlenimi i¢in bir yontem gelistirmis ve valide etmistir. Linearite

2.5-75 ve 75-1250 U/L, korrelasyon katsayis1 12 > 0.99 olarak bulunmustur (25).

Yar1 otomasyonlu bir metod gelistiren Bartolomeo M. Ve ark. amino asitleri
tirevlendirmek i¢in OPA kullanmistir. Metod protein hidrolizini ve tiirevlendirme ile
HPLC cihaz kullanilarak gelistirilmistir. Sigir serumu iizerinde ¢alisilmistir. LOQ ve
LOD degerleri 33-60 pmol/uL ve 11-20 pmol/pL araliginda bulunmustur (26).

Nath ve ark. L-asparjinazin aktivitesini izlemek i¢in HPLC-floresans ile bir
yontem gelistirmistir. Amino asitleri yirmi dakikalik bir analiz siiresiyle analiz etmistir.

L-asparjinaz 0.1-10 U/mL arasinde dogrusal, LOQ degeri 0.03 U/mL bulmustur (27).

Boss J. ve ark. Asparajin ve asparjinaz seviyelerini 6lgmek igin kirk dokuz
cocuktan 6rnek almistir, HPLC ile C18 kolonda ¢aligmistir. 0.2 M potasyum asetat pH:6
ve metanolle 1.3 mL/dk akis hizin1 kullanmistir. Metodun dedeksiyon limiti 0.1 uM’dan
diisliktiir, tayin sinirt ise 0.1 pM’dir (28).

Zhang ve ark. ¢ocuk plazmasinda nano yapida PEG-asparjinaz aktivite tayini
icin UV-goriiniir bolgede spektometrik bir yontem gelistirmistir.  Amonyagin
kromojenik reaktifi olan Nessler reaktifi ile stabil bir sar1 kompleks firetildi. Nessler
{iriiniine karsihk konsantrasyon grafigi 27.8-1.111 IU/L araliginda dogrusal , r? ise
0.999 olarak bulunmustur. Analitik geri kazanim %90-100 arasindadir (29).

Ylikangas ve ark. L- asparjinaz aktivitesi ve L asparjinaz tedavisini izlemek igin

florimetrik bir yontem gelistirmistir. Artan subsrat konsantrasyonuyla enzimin V(max)
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degeri 0.547 (SD 0.059) mikroM/dk/mg (n = 3) ve Km degeri ise 0.302 (SD 0.095) mM
(n = 3) degerlerinde doyurulabilir kinetik bir model olusturmustur (30).

Wang ve ark ALL’li hastalarda plazma anti asparajinaz IgG konsantrasyonlarini
degerlendirmek i¢in ELISA yontemini kullanmigslardir. E. coli, Erwinia ve PEG L-
asparjinaza kars1 antikorlar igin tahliller arasi varyasyon katsayilari sirasiyla %9.04,

%14.7 ve %13.0 ve tahlil ici varyasyon katsayilar1 %1.44, 4.43 ve %3.28’dir (31).

Jason ve ark. E. Coli asparajinaz ile tedavi edilen lenfoid neoplazili kopeklerde
dolasimdaki anti-asparjinaz antikorlarin1 saptamak i¢in bir ELISA yOntemi
gelistirmistir. Analiz i¢i ve analiz arasi varyasyon katsayilart %3.6 ve %14.5’dir. L-
asparjinaz antikorlart PEG’lenmis ila¢ formiilasyonuna daha az baglandig

gozlemlenmistir (32).

Juan ve ark. Corynebacterium Glutamicum'dan L-Asparjinazin karakterizasyonu
ve kismi saflastirilmasi tizerine galismistir. L-Asparjinaz, protamin siilfat ¢oktiirmesi,
DEAE-Sephacel anyon degisimi kullanarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Sephacryl
S-200 jel filtrasyonu ile 98 kat saflastirildi. Jel filtrasyonundan ve SDS-PAGE'den
tahmini M, 80000'dir (33).

Christos ve ark. dogal substratint kullanan L-asparjinaz i¢gin Amplex Red tabanli
bir florometrik ve spektrofotometrik analiz lizerine ¢alismistir. Analiz hem absorbans
hem de floresans modlarinda valide edilmistir. Yiiksek duyarliligi ve substrat segiciligi
nedeniyle bu yontem L-asparjinaz iceren insan serumundaki enzimatik aktiviteyi

6lgmek i¢in kullanilabilir (34).

Richi ve ark. Bacillus licheniformis tarafindan iretilen diisiik glutaminaz
aktivitesine sahip bir hiicre dig1 L-asparjinaz homojen olarak saflastirdi. Floresans
spektroskopisi, proteinin 3 M 'den fazla GAHCI varliginda bile stabil oldugunu gosterdi.
Saflastirilmis enzimin kinetik parametreleri Km, Vimax Ve Keat sirastyla 4x10° M, 4.03 1U
ve 2.68x10% s olarak bulundu (35).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismast 2019-2021 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Analitik Kimya arastirma laboratuvari ve ila¢ Uygulama ve Arastirma

merkezinde yapilmistir.

Plazma 6rnekleri olarak tarihi gegmis plazmalar kullanildi. Standartlar ve gerekli
¢ozeltiler hazirlanarak plazmada katim (spiked) yapilarak c¢alisildi. Ekstraksiyon

asamalar1 boliim 3.5.3’e uygun olarak hazirlanmistir.

3.1. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler Ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Céziiciiler
Metod gelistirme ve validasyon caligmalar1 sirasinda tez projesi ile saglanan
referans standartlar kullanilmistir (Tablo 3-1). Referans standartlarinin analiz sertifikasi

Ek-1"de verilmistir.

Tablo 3-1:Referans standartlar

Standart Uretici

L-asparajin Sigma-Aldrich (USA)
L-glutamin Sigma-Aldrich (Brazil)
L-aspartik asit Sigma-Aldrich (Riedstr, Germany)
L-glutamik asit Sigma-Aldrich (Japan)

Metod gelistirme ve validasyon caligmalar1 sirasinda kullanilan kimyasallar

Tablo 3-2’de belirtilmistir.

Tablo 3-2: Kimyasallar
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Kimyasallar Marka

Metanol (HPLC safliginda) Sigma-Aldrich (Riestr, Germany)
Amonyum Asetat Merck (Darmstadt, Germany)
Asetonitril (HPLC safliginda) Isolab (Eschau, Germany)

Formik asit (%95-100 ag/ag) (analitik ]
Isolab (Wertheim, Germany)

saflikta)

Heptaflorobiitiirik asit Sigma-Aldrich (Riestr, Germany)
Benzil amin Sigma-Aldrich (Riestr, Germany)
Trizma HCL Wisent (Quebec, Canada)

NaoH Merck (Darmstadt, Germany)

3.1.2. Cozeltiler

3.1.2.1. Mobil Faz Cozeltisi

Mobil faz olarak asetonitril, metanol, amonyum asetat ¢ozeltileri farkli oranlarda
denenmis en uygun ayirim asetonitril-amonyum asetat karisimindan elde edilmistir.
Mobil faz ¢ozeltisi olarak asetonitril- 25 mM amonyum asetat (pH:6.9) ( h/h) karigimi
Kullanildi. Asetonitril i¢ine her 100 mL i¢in 100 pL heptaflorobiitirik asit eklendi.
Gradient akis kullanildi. Mobil faz oranlar1 Tablo 3-3’de verilmistir. Mobil faz siizme

sisteminden siiziilerek analize hazir hale getirildi.
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Tablo 3-3:Gradient akis semasi

Dakika % Amonyum asetat (mL/dk) % Asetonitril (mL/dk)
0 95 5

4 95 5

8 5 95

8 95 5

10 95 5

25 mM Amonyum asetat ¢ézeltisinin hazirlanmast

963.5 mg CH3COONHj4 tartilip 500 mL saf suda ¢oziildii. pH olgtildi ve 6.9

bulundu.

%35 lik Formiik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Formik asitten ( %98-100 ag/ag ) 1.25 mL alinarak 25 mL’lik balon jojede saf su

ile hacmine tamamlandi.
5 M Benzil amin ¢ozeltisinin hazirlanmast (1S)
Ana Stok (AS) 1

Benzil aminden ( %99 ag/ag ) 100 uL alinarak 5 mL’lik balon jojede saf su ile
hacmine tamamlandi. ( d=0.98 g/mL, Ma= 107.15 g/mol )

Ara Stok 2

Ana Stok 1’den 100 pL alinarak 25 mL’lik balon jojede saf su ile hacmine

tamamlandi.
Ara Stok 3

Ara Stok 2’den 500 pL alinarak 5 mL’lik balon jojede saf su ile hacmine

tamamlandi.

Ara Stok 4
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Ana Stok 1’den 500 pL alinarak 5 mL’lik balon jojede saf su ile hacmine

tamamlandi.
Heptaflorobiitiirik asit

Heptaflorobiitiirik asit iyon ¢ifti reaktifi olarak kullanilmigtir. Her 100 mL

amonyum asetata 100 pL asit eklenmistir.
%4 'liik Stilfosalisilik asitin hazirlanmast
1.05 g Siilfosalisilik asit tartilip 25 mL’lik balon jojede hacmine tamamlanir.
50 mM 100 mL pH:8.6 Trizma HCL ¢ozeltisinin hazirlanmasi
788 mg Trizma HCL tartilip 25 mL’lik balon jojede hacmine tamamlanir.
pH:8.6’ya NaOH ¢ozeltisi ile ayarlanir. (Ma= 157.60 g/mol )
1M NaOH c¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 g NaOH tartilip 25 mL’lik balon jojede hacmine tamamlanir. (Ma= 40 g/mol )

3.1.2.2. Amino Asit Cozeltileri

Ana Stok ¢ozelti:

5 mg L-asparajin, L-aspartik asit, L-glutamik asit ayr1 ayr tartildiktan sonra 5
mL’lik bir balon jojede, hepsi bir arada saf su ile ¢oziilerek hacmine tamamlandi (1
mg/mL, KRS-AS1).

Glutamin, viicutta en bol bulunan ve ¢ok yonlii amino asittir. Saglik ve
hastalikta, bagisiklik hiicreleri tarafindan glutamin tiiketim oranmi glikoza benzer veya
daha yiiksektir (36). Yaptigimiz c¢aligmada ilk basta biitlin amino asitler ayni
konsantrasyonda hazirlanip standart bir ¢ozelti elde edildi. Yapilan analizlerde
asparajin, aspartik asit ve glutamik asitten uygun pikler elde edildi fakat glutamin
piklerinin rutin analizler i¢in uygun olmadigi gozlemlendi. Validasyon i¢in daha yiiksek
konsantrasyonlar denendi ve kalibrasyon egrisi i¢in en diisik 5 pg/mL’lik
konsantrasyon belirlendi. Kalibrasyon egrisinin dogrusal olmasi ve kilavuzlara
uygunluk acisindan bu konsantrasyondan baslamak uygun goriildii.

Stok c¢ozeltiden su ile 10 pg/mL’lik (KRS-AS2) ara stok olarak 25 mL
hazirlandi. Farlki amino asitlerin karisimiyla hazirlanan c¢ozeltiler KRS olarak

isimlendirilmistir (KRS). Daha sonra 500-5000 ng/mL araliginda standart ¢6zeltiler su



27

ile hazirlandi. Kalibrasyon standartlarinin ve kalite kontrol 6rneklerinin hazirlanist

Tablo 3-4 ve 3-5’de verilmistir.

Tablo 3-4: Kalibrasyon standartlarinin hazirlanisi

Standart

ST1

ST?2

ST3

ST4

ST5

ST6

Analit

KRS

KRS

KRS

KRS

KRS

KRS

Konsantrasyon
(ng/mL)

500

1000

2000

3000

4000

5000

Konsantrasyonu ve Final Hacim

hacmi

250uL  KRS-AS2 5mL
(10ug/mL)

500l  KRS-AS2 5mL
(10ug/mL)
1000pL  KRS$S-AS2 5mL
(10pg/mL)
1500uL  KRS-AS2 5mL
(10ug/mL)
2000uL  KRS-AS2 5mL
(10ug/mL)

2500uL  KRS-AS2 5mL
(10pg/mL)

Kalibrasyon egrisi standarlar1 hazirlandiktan sonra diisiik, orta ve yiiksek

konsantrasyonlarda secilen noktalarda kalite kontrol 6rnekleri hazirlanmistir (Tablo 3-

5).
Tablo 3-5: Kalite kontrol numunelerinin hazirlanisi
] Konsantrasyon Konsantrasyonu ve Final Hacim
Standart Adi Analit )
(ng/mL) hacmi
750uL  KRS-AS2 5mL
KK1 KRS 1500

(10pg/mL)
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1250uL  KRS-AS2 5mL

KK2 KRS 2500

(10pg/mL)

1750uL  KRS-AS2 5mL
KK3 KRS 3500

(10ug/mL)

2250uL  KRS-AS2 5mL
KK4 KRS 4500

(10pg/mL)

Ana Stok ¢ozelti:

5 mg L-glutamin tartildiktan sonra 5 mL’lik bir balon jojede saf su ile ¢oziilerek

hacmine tamamland:i (1 mg/mL, G-AS1).

Stok ¢ozeltiden su ile 100 pg/mL’lik (G-AS2) ara stok olarak 25 mL hazirlandu.
Daha sonra 5-50 pg/mL araliginda standart ¢ozeltiler su ile hazirlandi. Kalibrasyon

standartlarinin ve kalite kontrol 6rneklerinin hazirlanisi1 Tablo 3-6 ve 3-7’de verilmistir.

Tablo 3-6: L-glutamin kalibrasyon standartlarinin hazirlanisi

) Konsantrasyon Konsantrasyonu ve Final Hacim
Standart Analit ]
(ng/mL) hacmi

250uL G-AS2 5mL
ST1 G 5

(100pg/mL)

500uL G-AS2 5mL
ST2 G 10

(100png/mL)

1000uL G-AS2 5 mL
ST3 G 20

(100pg/mL)

1500uL G-AS2 5mL
ST4 G 30

(100pug/mL)

2000uL G-AS2 5 mL
ST5 G 40

(100pg/mL)
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2500l G-AS2 5mL
(100pg/mL)

ST6 G 50

Tablo 3-7: L- Glutamin i¢in kalite kontrol numunelerinin hazirlanisi

Konsantrasyon Konsantrasyonu ve Final Hacim
Standart adi Analit ]
(ng/mL) Hacmi
750uL G-AS2 5mL
KK1 G 15
(100pg/mL)

1250pL G-AS2 5mL

KK2 G 25

(100pg/mL)

1750pL G-AS2 5mL
KK3 G 35

(100pg/mL)

2250uL G-AS2 5mL
KK4 G 45

(100pg/mL)

3.2. Aletler ve Gerecler
Agilent (U.S.A) LC 1200 Infinity serisi HPLC-MS/MS, Agilent Technologies
6420 Triple Quad LC/MS sistemi analitik ¢aligmalarda kullanilmistir (Tablo3-8).

Tablo 3-8:Ekipmanlar

HPLC-MS/MS Sistemi Marka - Model

Pompa Agilent 1260 Infinity

Otodrnekleyici Agilent 1260 Infinity
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Dedektor Agilent 1260 Infinity

Kolon Firim Agilent 1260 Infinity

Degazer Agilent 1260 Infinity

Analitik Kolon Kinetex 2.6 um, 150 x 4,6 mm, HILIC
Yazilim Mass Hunter

Sistem Kontrol Unitesi (Agilent 1260)

Validasyon calismasi sirasinda kullanilan destek ekipmanlar Tablo 3-9’da

belirtilmistir.

Tablo 3-9:Destek ekipmanlar

Destek Ekipmanlar Marka - Model

Spektrofotometre UVmini-1240

1 em’lik kuartz kiivetler QS 1000 10 x10 x 45 mm

Ultra saf su cihaz Merck Mili-Q Integral 3

Ultrasonik banyo Lab companion, jiotech

pH metre Mettler toledo

Otomatik pipetler Eppendorf 100-1000 pL ve 10-100 uL
Pipet uclan Eppendorf 1000 pL ve 100 uL
Otodrnekleyici vialleri Isolab

Vial kapaklar Isolab
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Girdap kanstiric IKA MS 3 basic
Santrifiij Sigma 3-30KS
Analitik terazi Ohaus-Explorer EX224
Mobil faz filtresi Porafil, 0.45, CA
Enjektor Diiz uglu, 5 mL

3.3. Analizin Gerceklestirilmesi

Enstriimental Sartlar:
a. HPLC-MS/MS sistemi agilir.
b. MS Cone’u izopropil alkol ve temiz bezle silinir.

c. Cihaz programinda menii iizerinden sistem bekleme konumundan ¢ikarilarak

hazir hale getirilir.

d. 3.1.2.1°¢ uygun olarak hazirlanan asetonitril-25 mM amonyum asetat sistemin

herhangi iki hattina yerlestirilir.

e. Purge valfi agilir ve akis 2 mL/dk olacak sekilde ayarlanir ve 10 dakika akis

gecmesi beklenir.
f. (Asetonitril: Amonyum asetat, h/h), (5:95) mobil faz sistemi ayarlanir.

g. Purge isleminden sonra akis 0.1 mL/dk olarak ayarlanir ve kolon baglantisina

kadar sistemden mobil faz gegmesi saglanir.

h. Kolon sisteme takilarak akis kademeli bir sekilde arttirilir. Final akis hiz1 0.4
mL/dk olacaktir.

1. Analiz siiresi: 10 dakika olarak ayarlanir.
j. Kolon Sicaklig1 40 °C olarak ayarlanir.
k. Otodrnekleyici 15 °C olarak ayarlanir.

1. Enjektor hacmi 10 pL’ye ayarlanir.
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n. Bu metoda uygun sekilde analiz gergeklestirildiginde asagidaki alikonma

zamanlar1 elde edilir.

Amino asitlere ait dedektor parametreleri ve standarta ait alikonma siireleri Tablo 3-10

ve 3-11’de verilmistir.

Tablo 3-10: Amino asitlere ait 6zel dedektor parametreleri

Amino asit L-asparajin L-glutamin L-aspartik asit
M. (g/mol) 132.1 146.1 133.1
Onciil iyon 132.9 146.9 134
Fragmentor

) 60 65 134
voltaj
Parcalanma
) ) 60 65 55
iyonu (p.i)
Parcalanma

74.1 84.1 88.1

enerjisi (c.e)

Mod + + +

L-glutamik asit

147.1

148

148

65

102.0

Tablo 3-11: Analizde kullanilan analitler ve i¢ standart

Analit Alikonma Zamam (dKk)
L-asparajin 3.4+05
L-glutamin 3.5+£0.5

L-aspartik asit 3.1£0.5
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L-glutamik asit 3.2+0.5

Benzilamin 8.5+0.5

3.4. Sistem Uygunluk Verileri
Sistem uygunluk testi verileri Tablo 3-12’de verilmistir ve uygun degerler elde

edilmistir.

Tablo 3-12: Amino asitler i¢in sistem uygunluk parametreleri

Amino asit k’ Alan Yiikseklik ~ Simetri Genislik N

L-asparajin 233 1512 306 0.4 0.6 18137
. 33.6 40406 6567 0.5 0.8 9735

L-glutamin

L-aspartik 3.8 2610 433 0.7 0.6 7845

asit

L-glutamik 33.6 40406 6567 0.5 0.8 9735

asit

3.5. Amino Asitlerin  Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Kiitle
Spektrometresi (HPLC-MS/MS) ile Analizi

3.5.1. Dedektor Parametrelerinin belirlenmesi

Dedektor parametrelerini belirlerlerken her bir amino asit i¢in ayr1 ¢ozelti
hazirlandi. Ana iyonlar ve parcalanma iriinleri belirlendi. Ana iyonu ¢ok fazla
parcalamamak i¢in fragmentor voltaji secimi yapildi ve pozitif modda daha iyi sonuglar
elde edttigimiz igin bu modda ¢alisildi. Onciil iyon, fragmentor voltaj, pargalanma iyou,
pargalanma enerjisi ve modlar i¢in en uygun degerler belirlendi. Parametreler kolon
takilmadan belirlendi ve analizlerde uygulandi. Dedektor parametreleri Tablo 3-10’da

detayli olarak verilmistir.
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3.5.2. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

Stok ¢Ozeltinin seyreltilmesi ile hazirlanan 10 pg/mL konsantrasyondaki L-
asparajin, L-aspartik asit ve L-glutamik asit ¢6zeltisinden 500, 100, 2000, 3000, 4000,
5000 ng/mL konsantrasyonlarinda 5 mL’lik balon jojelerde hazirlandi, 15 saniye
vortekslendi. Dogrusal konsantrasyon araligi alinmistir.

Stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile hazirlanan 100 pg/mL konsantrasyondaki L-
glutamin ¢6zeltisinden 5, 10, 20, 30, 40, 50 pg/mL konsantrasyonlarinda 5 mL’lik balon

jojelerde hazirlandi, 15 saniye vortekslendi. Dogrusal konsantrasyon aralig1 alinmistir.

10 pL enjeksiyon yapilarak alanlar hesaplandi. Elde edilen pik alanlarindan

kalibrasyon egrisi hazirlandi

3.5.3. Ekstraksiyon Asamalari
On denemeler sirasinda yaygin olarak kullanilan siilfosalisilik asit ile caligild
santrifiij ise 16000 rpm’e ayarlandi ve biitiin denemelerde katim yapilarak calisildi.

Standartlara ait pikler g6zlemlenmedi.

lleriki asamalarda proteinleri ¢oktiirmek icin asetonitril kullanildi. Ayrica aym
numunelerden iki seri alindi, 5000 ve 15000 rpm devirde ¢alismalar yapildi. Yiiksek
rpm degerlerinde daha iyi sonuglar elde edildigi gozlemlendi. Bu sirada farkli ig
standartlar da kullanildi. Uygun sonuglar elde edilemeyince farkli konsantrasyonlar ve

kimyasallar ile denemelere devam edildi.

Sonug olarak daha yiiksek devirlerde ¢oktiirme daha verimli oldu ve metanol ile
daha iyi sonuglar elde edildi. Plazmadan ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon igin farkli
kimyasallar ve teknikler kullanilip metod optimize edilmistir. L-asparajin, L-aspartik
asit, L-glutamik asit i¢in i¢ standart Stok-4 kullanildi, L-glutamin igin Stok-3 kullanildi.
Hazirlanan kor orneklere ayni adimlar uygulanmistir. Kor 6rneklerde standart ile ayni

hacimde (100 pl) saf su eklenmistir.

1ml bos plazma

I

5ml MeOH

I
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1 dakika vorteks

4

20000 g, 5 dakika 10°C

I

Ust s1v1 kisimdan 90 pl yeni tiipe alinir

{

10 pl, %5°1ik formik asit eklenir

4

100 ul standart eklenir

(Tablo 3-4, 3-5, 3-6 ve 3-7)

I

20 ul i¢ standart eklenir

(Benzil amin))

4

Vorteks 30 saniye

I
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Inserte almip enjeksiyon yapulir.

3.6. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

Gegerli kilma yani validasyon, yontemin ilgili performans degerlerine
uygunlugunun saptanmasi i¢in metot 6zelliklerinin belirlenip incelendigi bir gegerlilik
calismasidir. Sadece bir laboratuvar veya birden fazla laboratuvarin katildig:

laboratuvarlar arasi ¢alisma ile yapilabilir (37).

Plazma uygulamalar1 i¢in Avrupa Ilag Ajans1 (EMEA, European Medicines
Agency Guideline on bioanalytical method validation) kilavuza gore validasyon

caligmasi yapilmustir (38).

3.6.1. Spesifiklik ve secicilik

Analitik yontemin analiti diger bilesenlerden ayirabildiginin Sl¢iistidiir. Bunun
icin etken maddenin i¢inde bulundugu matriks bilesenlerinden ayrilabildiginin
gosterilmesi gerekir. Etken madde i¢in pik saflig1 testi yapilarak analit pikinin tamamen
analite ait oldugunun gosterilmesidir. Bu yontem diyode array-UV spektrumlari ve

kiitlede gegerlidir.

3.6.2. Dogrusalhik

Analitik seyreltmelerde azalan konsantrasyonlarda dedektor cevabinin dogrusal
olmasi arastirilir. Analitin degisen konsantrasyonlar: ile elde edilen verilerden olusan
egrinin regresyon analizi yapilir. Korelasyon katsayisi, y (ordinat)-kesim noktasi,
egrinin egimi hesaplanarak egri denklemi elde edilir. Analitik ¢aligmalarda minimum 5

noktadan dogrusallik gosterilmeli ve korelasyon katsayis1 0.99 dan biiyiik olmalidir.

3.6.3. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk, gercek deger ile analiz edilen degerin birbirine yakinlhigini
gostermektedir. Dogrulugu belirlemek i¢in ¢esitli yontemler vardir.

a) Analitin bilinen konsantrasyonlarda ¢6zeltilerinin analizi ile belirlenir.

b) Baska bir belirlenmis metod ile analiz yapilir.

Analitin diisiik, orta ve yliksek konsantrasyonlardaki 3 O6rnek analiz edilerek

miktar tayini yapilir ve dogruluk hesaplanir.
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Kesinlik ise belirlenen kosullar altinda ayni o6rneklerin analiz sonuglarinin
birbirine yakinligimin ifadesidir. Analizin en az 3 farkli konsantrasyonunda diisiik orta
ve yiiksek konsantrasyonda en az 3 Ornek analiz edilerek relatif standart sapma

(varyasyon sabiti, cv) hesaplanir.

3.6.4. Dedeksiyon ve Miktar Tayini Limiti
Dedeksiyon limiti tayin edilebilen en diisiik diizeydir (LOD). Farkli yollarla

belirlenebilir.

a) Sinyal/giiriiltii orani: dedeksiyon limiti i¢in sinyal/giiriiltii oran1 3’den

biiyiik kabul edilebilirdir.
b) Cevap ve egrinin standart sapmasina bagl olarak da hesaplanabilir.
LOD =3 o/S
o: Cevabin standart sapmast
S: Kalibrasyon egrisinin egimi.

o regresyon egrisinin y kesim noktasinin standart sapmasi cevabin standart

sapmasi olarak kullanilabilir.

En disiik analiz edilebilen miktar, Miktar tayini limitidir (LOQ). Farkli

yontemlerle tayin edilebilir.

a) Sinyal/giiriiltii orani: en diigiik tayin limiti i¢in S/N oran1 10’dan biiyiik

olmalidir.
b) Ya da kalibrasyon egrisinin egiminden hesaplanir.
LOQ=10x0c/S

o: Cevabin standart sapmast

S: Kalibrasyon egrisinin egimi.

Caligmamizda LOD ve LOQ degerleri bulunan en diisiik degerler olarak degil
analiz i¢in gerekli olan aralik secilerek belirlenmistir. Segilen LOD ve LOQ degerleri
plasmadan ilgili amino asitlerin analizleri i¢cin gegerli ve elde edilen sonuglarin

degerlendirilebilir oldugu araliklardir. Bu nedenle klasik LOD ve LOQ belirleme

yontemleri bu tez ¢alismasinda kullanilmamustir.
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3.6.5. Matriks etkisi
Kiitle spektrometresi kullanilmasi durumunda, farkli dondrlerden elde edilen
blank matriksin kullanilarak matriks etkisi (ME) arastirlmalidir. Matriks havuzu

kullanilmamalidir.

Her bir analit ve i¢ standart (IS) i¢in; matriks varligindaki pik alaninin (analitin
ekstraksiyonuna miiteakip blank matriksin eklenmesinden sonra yapilan analizle 6l¢iilen
deger) matriks yoklugundaki pik alanina (analitin saf ¢6zeltisi) orani olarak ifade edilen
matriks etkisi, her bir matriks lotu i¢in hesaplanmalidir. IS’a normalize edilmis ME;

analitin ME'sinin IS''n ME'sine boliinmesiyle hesaplanmalidir.

Genel olarak, “matriks etkisi (ME)” terimi, standart ¢ozeltideki bir analitin idrar,
plazma veya serum gibi biyolojik bir matriksteki ayni1 analite kars1 Kkiitle
spektrometresindeki cevabinin farkliligini ifade eder. Bu etkiler genellikle endojen
matriks bilesenlerinden, kromatografik davranisi ve hedef bilesiklerin iyonizasyonunu
etkileyebilen maddelerden kaynaklanir, bu da iyon baskilanma veya artirimi ile
sonuclanir. Bu nedenle, laboratuvar verilerinin istenen dogruluk ve kesinlik
standartlarina ulasilmadan Once bu etkilerin karakterize edilmesi ve kontrol edilmesi
gerekir. Matriks etkisi iyonizasyon tipine, numune hazirlamaya ve biyolojik matrikse
bagli olarak degisir. Matriks etkisi sistematige, sisteme Ozgii bilesige veya matrikse
baglhidir. Tamamen ortadan kaldirilamasa da, ¢esitli dnlemler veya birden fazla 6nlem

kullanilarak en aza indirilebilir (39).

Kiitle spektrometrik analizlerde kullanilan matriksin analizlere etkisi
incelenmelidir. Matriks iyon g¢okluklarini arttirici veya azaltict yonde etkisi olabilir.
Belirlenmesi gereklidir. Ayn1 konsantrasyonlarda standart ile ayni konsantrasyonda
bilinen impirite eklenmis ¢o6zeltinin pik alanlarindan formiil (Denklem 3-1) ile

hesaplanir,

{Analitin standart pik alani — Analitin 6rnek pik alant)
ME = x100

Analitin standart pik alan

(3-1)
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Kabul kriteri hesaplanan matrik etkisi ME = %0 oldugunda yok, ME > %0
oldugunda iyon baskilanma vardir. ME < %0 oldugunda iyon ¢oklugu artirimi vardir.

Iyon baskilanma ve iyon ¢oklugu artirimi degerleri %50’den fazla olmamalidir.

3.6.6. Validasyon Serisinin Hazirlanmasi

Validasyon serisi bos, kalibrasyon egrisi ve kalite kontrol Ornekleri olarak
hazirlandi. L-asparajin, L-aspartik asit, L-glutamik asit i¢in; bos viallere bos plazma,
kalibrasyon egrisi i¢in konsantrasyonlar, 500, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000 ng/mL,
kalite kontrol 6rnekleri ise 1500, 2500, 3500, 4500 ng/mL olarak segildi. L-glutamin
icin; bos viallere bos plazma, kalibrasyon egrisi i¢in konsantrasyonlar, 5, 10, 20, 30, 40,
50 png/mL, kalite kontrol 6rnekleri ise 15, 25, 35, 45 pg/mL olarak se¢ildi. Validasyon
serisi; Bog, Kalibrasyon standartlar1 (ST1-ST6) Bos, Kalite kontrol 6rnekleri ( KKI,
KK2, KK3, KK4, her birinden 6 6rnek) bos ve tekrar standart kalibrasyon standartlari

seklindedir. Elde edilen verilerden validasyon parametreleri hesaplanmstir.

3.7. L-Asparjinaz Aktivitesinin Asparajin ve Glutamin Uzerinde etkisinin
incelenmesi

Enzimler, canli organizmalarda biyokimyasal tepkimeleri hizlandiran biyolojik
katalizorlerdir ~ (biyokatalizor). Katalizorler olarak enzimler olduk¢a disiik
konsantrasyonlarda gereklidir ve tepkime boyunca kendileri bitmeden reaksiyonlarin
hizim1 artirirlar. Genel olarak enzimler, substratin {iriin molekiillerine donistimiinii
katalizleyebilecek sekilde tanimlanmaktadir. Enzim kinetigi ise enzim Katalizli
tepkimelerin hizini belirleyen faktorlerin arastirilmasidir. Enzimler hem metabolizmada
hem de biyoteknolojide olduk¢a Onemlidir. Michaelis Menten kinetigi, enzim

kinetiginin en ¢ok kullanilan modellerinden biridir.

Bu asamada L-asparjinaz standarti ve tedavide kullanilan Leunase benzer
konsantrasyonlarla hazirlandi ve asparajin ve glutamin {izerindeki etkisi incelendi.
Teoride L-asparjinazin amino asitleri katalizleyecegini biliyorduk ve bunu farkli ortam
ve dakikalarda test ettik. 1. Analizde viicut ortamin1 simule edilerek Trizma HCL iginde
amino asit ¢ozeltileri hazirlanmistir. Siilfosalisilik asit enzimatik reaksiyonu durdurmak

i¢in kullanilmustir.
Deney dizaynlar asagidaki gibi yapilmistir:

1. Analiz kosullar1



ST KRS, Asn, GIn

!l

37 °C

—

30 uL Enzim

—

5 dk, 10 dk ve 15 dk

—

250 pL %4 SuSA

HPLC-M

(%2)

2. Analiz kosullar1 (Enzim ile)

500 pL plazma 1, plazma 2, plazma 3, bos

U

37 °C

I

30 uL Enzim standard1

4

5 dk, 10 dk ve 15 dk

/MS ile analiz
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d

250 pL %4 SuSA

J

100 pL al ekstraksiyon yontemini uygula

J

HPLC-MS/MS ile analiz
3. Analiz kosullar1 (Leunase ile)

500 pL plazma 1, plazma 2, plazma 3, bos

4

37 °C

4

30 uL Enzim Leunase

4

5 dk, 10 dk ve 15 dk

d

250uL %4 SuSA

N
100 pL al ekstraksiyon yontemini uygula

N
HPLC-MS/MS ile analiz
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4. BULGULAR

4.1. L-Asparjinaz’in  Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Ile Metod
Gelistirme

Amino asitler i¢in en uygun onciil iyonlar bulunduktan sonra en uygun Kosullar
belirlenmistir. Yontem analitik kolonda (Kinetex 2,6 um, 150 x 4,6 mm); asetonitril-25
mM amonyum asetat (pH:6.9) hareketli fazi ile 0.4 mL/dk akis hizinda kiitle dedektorii
ile gelistirilmistir. Amino asit enjeksiyonlar1 ve i¢ standarta ait birer kromatogram Sekil

4-1, 4-2, 4-3. 4-4, 4-5°de verilmistir.

+MRM (132.9 -> 74.1) VAL1_2000ng_plasma_st3_1.d
£ x102 3.427 min.
>
8 1.84
1.6
1.4
1.2
14
0.8
0.6
0.4

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 é 815 9

95

Acquisition Time (min)

Sekil 4-1: 2000 ng/mL L-asparajin enjeksiyonuna ait 6rnek kromatogram

+MRM (146.9 -> 84.1) VAL1_20ug_plasma_st5_1.d
‘UE) x10 47 3.458 min.
>3

o

© o8]
0.6
0.4+
0.2

0

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 815 9

95

Acquisition Time (min)

Sekil 4-2: 20 ng/mL L-glutamin enjeksiyonuna ait 6rnek kromatogram
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+ MRM (134.0 -> 88.1) VAL1_2000ng_plasma_st3_1.d

x10 27 3.199 min.
1.6

1.4
1.2

1,
0.8
0.6
0.4

Counts

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

Sekil 4-3: 2000 ng/mL L-aspartik asit enjeksiyonuna ait 6rnek kromatogram

+ MRM (148.0 -> 102.0) VAL1_2000ng_plasma_st3_1.d
.g x10 27 *3.239 min.
>
S 351
3,
2.54
2,
1.5+
1,
0.5+

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

Sekil 4-4: 2000 ng/mL L-glutamik asit enjeksiyonuna ait 6rnek kromatogram

MRM (108.1 -> 91.1) VAL1_3000ng_plasma_st4_1.d

x10 2 *8.540 min.

+
7]
2
c
=]
o
O

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

Sekil 4-5: Benzil amin (i¢ standart) enjeksiyonuna ait 6rnek kromatogram

4.2. Yontem Validasyonu

4.2.1. Segicilik

Y ontemin segiciliginin sinanmasi igin bos enjeksiyona ait kromatogram (Sekil 4-
6) verilmistir. Mobil faz kromatograminda analitin alikonma zamaninda herhangi bir

girisim goriilmemistir.
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a
+ MEM (1489 -> 841) VALZ So= =y 2d
£ w10 <]

12

0.8

A

Jadrremr, )

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
a5 1 15 2 25 3 as 4 43 3 85 a8 a3 7 75 8 a5 g
Aoquizidon Time {mirn]

xS | =ES MEN FrogeSh 2 CIWEE 0 { 143 D000 -2 05 D00 VLT _2000ng_plegera_#1]_2d

xi} ¥ | =ES MRM FrogeS5 0 CIDE 150 14853000 =» 54. 10000 VALY_2000m)_plaasra_s1d_7d

xIG T | =ESH MAM FiageS5 00 CIDED0 [ 134.0000 «» B2 10003 VAL 1 _200ng_piedera_st]_2 4

E13 ¥ |=ESH MRM FrageSl 3 CIDNE 130 (132 3000 => 7430000 VALY _200ng_plasma p2d T d
A

x| =E5H AR Fragesl B Ciluid § (008 3000 -» 5 1000 VL 1 _iilng plawra st 14

[ - —_

Countn v Acqution Time (mind

Sekil 4-6: Bos enjeksiyona ait bir kromatogram (a) ve Amino asitler ile IS

kromatogrami (b)

4.2.2. Dogrusallik

Amino asit ¢ozeltileri L-asparajin, L-aspartik asit, L-glutamik asit i¢in 500-5000
ng/mL, L-glutamin igin 5-50 pug/mL araliginda 6 farkli konsantrasyonda 6’sar 6rnek
hazirlandi ve ortalama pik yiiksekligine kars1 grafige gegirildi. Validasyon serilerinde
2’ser adet kalibrasyon standartlari hazirlanmis ve analiz edilmistir. Elde edilen
verilerden ¢izilen 6rnek bir kalibrasyon egrileri Sekil 4-7, 4-8, 4-9, 4-10’da verilmistir.
Kalibrasyon egrileri korelasyon katsayilart 0.99 mertebesinde kabul edilebilir

sinirlardadir (Tablo 4-1, 4-2, 4-3). Kalibrasyon egrisi konsantrasyon degerlerinin

B2O40E0E | 12141608 & 22242628 3 32343538 4 47444648 § 52545658 £ G2AMEEEE 7 72747678 3§ EXBAEG AR 9 92 94 0F 53
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dogruluk ve kesinlik degerleri Tablo 4-4, 4-5, 4-6, 4-7’de verilmistir. Egri degerleri

dogru ve kesin olarak bulunmustur.

Relotif cevop

s
02 *
07
a6
0.5
4

0.3

nz-
251 SO0 7D 1000 1350 1500 1750 OO0 RS0 500 ZPE1 4000 S0 AS00 A5 4000 4250 4500 4750 SO0 &3O
Relotif konsontrasyan

Sekil 4-7: L-aspartik asite ait kalibrasyon egrisi

Relatif cevop

250 50 7D 000 1350 1500 1750 2000 2950 2S00 2750 4000 IS0 3500 G750 4000 4250 4500 4750 5000 5280
Relotif konsonirasyon

Sekil 4-8: L-glutamik asite ait kalibrasyon egrisi
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xin 1]

254

3.5

Relotif cevop

5.5

4.5 -

3.5

2.5

281 500 FED 1000 1250 1500 1750 2000 2290 2500 Z7E1 9000 G251 G500 P51 4000 4250 4500 499 SO0 B
Relatif konsanirasyon

Sekil 4-9: L-asparajine ait kalibrasyon egrisi

Relotif cevap

S s By At S S A S A S A O S A S A A A S S S S— —
2 4 B 08 0 12 4 16 18 A x2 M XN I ¥ R M ¥ 3| 40 42 44 45 48 50 52

Relotif konsantrasyon

Sekil 4-10: L-glutamine ait kalibrasyon egrisi

Tablo 4-1: 1. Validasyon serisinden elde edilen dogru denklemleri ve korelasyon

katsayilar
Amino asit VAL-1 Korelasyon Katsayisi Dogru Denklemi
L-Aspartik Asit 0.99 y=(2.1310*)x + 0.18

L-Glutamik Asit 0.99 y=(2.81 10%)x + 0.70
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L-Asparajin 0.98 y=(1.26 10*)x + 0.15

L-Glutamin 0.99 y=(0.03x) + 1.47

Tablo 4-2: 2. Validasyon serisinden elde edilen dogru denklemleri ve korelasyon

katsayilari

Amino asit VAL-2 Korelasyon Katsayisi Dogru Denklemi
L-Aspartik Asit 0.99 y=(2.57 10*)x + 0.15
L-Glutamik Asit 0.99 y=(3.26 10*)x + 0.60
L-Asparajin 0.99 y=(1.30 10*)x + 0.18
L-Glutamin 0.99 y=(0.02x) + 1.43

Tablo 4-3: 3. Validasyon serisinden elde edilen dogru denklemleri ve korelasyon

katsayilari

Amino asit VAL-3 Korelasyon Katsayisi Dogru Denklemi
L-Aspartik Asit 0.99 y=(2.52 10%)*x + 0.16
L-Glutamik Asit 0.99 y=(2.85 10%)*x + 0.66
L-Asparajin 0.99 y=(1.24 10%)*x + 0.18
L-Glutamin 0.99 y=(0.025x) + 1.38

Tablo 4-4: L-aspartik asit i¢in Kalibrasyon standartlarinin dogruluk ve kesinlik

hesaplamalari
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Ortalama %Hata SD %CV n
Cng/mL ng/mL  ng/mL  ng/mL

ST1 500 509.10 429.30 425.79 454.73 90.95 47.12 1036 3
ST2 1000 1105.08 946.47 924.27 991.94 99.19 9861 994 3
ST3 2000 1938.88 2052.66 2181.22 2057.59 102.88 121.24 589 3
ST4 3000 2867.78 3183.82 2944.86 2998.82 99.96 164.78 549 3
ST5 4000 3986.51 4006.65 4203.49 4065.55 101.64 119.89 295 3
ST6 5000 5092.64 4881.10 4820.37 4931.37 98.63 14293 290 3

Tablo 4-5: L-glutamik asit igin kalibrasyon standartlarinin dogruluk ve kesinlik

hesaplamalar1

Teorik Vall Val2 Val3
Ortalama %Hata SD %CV n
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

ST1 500 545.57 438.17 522.17 501.97 100.39 5648 1125 3
ST2 1000 854.40 907.34 928.44 896.73 89.67 38.15 4.25 3
ST3 2000 1997.05 2067.53 2100.13 2054.90 102.75 52.69 2.56 3
ST4 3000 3181.49 3123.60 2962.21 3089.10 102.97 113.63 3.68 3
STS 4000 4023.21 4199.09 3961.68 4061.33 101.53 123.21 3.03 3

ST6 5000 4898.28 4764.27 5025.37 489598 97.92 130.56 2.67 3

Tablo 4-6: L-asparajin i¢in kalibrasyon standartlarinin dogruluk ve kesinlik

hesaplamalar1



49

Teorik Vall Val2 Val3
Ortalama %Hata SD %CV n
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

ST1 500 40156 LD LD 40156 80.31 LD LD 1
ST2 1000 989.22 975.86 852.03 939.08 9390 75.65 8.06 3
ST3 2000 2258.48 2062.69 2086.69 2135.95 106.80 106.79 5.00 3
ST4 3000 LD 2847.60 3027.04 2937.32 97.91 126.88 4.32 2
STS 4000 3710.67 4213.31 4277.76 4067.25 101.68 310.48 7.63 3

ST6 5000 5140.07 4900.55 4756.49 4932.37 98.65 193.76 3.93 3

LD: Limit dis1 degerler

Tablo 4-7: L-glutamin i¢in kalibrasyon standartlarinin dogruluk ve kesinlik

hesaplamalari

Teorik Vall Val2 Val3
Ortalama %Hata SD %CV n
pg/mL  pg/mL  ug/mL  pg/mL

ST1 ) 4.03 4.50 4.84 4.46 0.89 0.41 9.13 3
ST2 10 10.09 9.34 10.27  9.90 0.99 0.49 4.98 3
ST3 20 2157 2040 2056 20.84 1.04 0.63 3.04 3
ST4 30 29.80 3153 2845 29.93 1.00 1.55 5.17 3
STS 40 39.71 40.62 3230 37.54 0.94 4.57 1216 3

ST6 50 49.80 48.61 41.05 46.49 0.93 4.75 1021 3
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4.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk ve kesinlik hesaplamalar1 Boliim 3.6’ya gore yapildi. Diistik orta ve
yiiksek konsantrasyonlarda secilen kalite kontrol Ornekleri giin i¢i ve gilinler arasi
dogruluk ve kesinlik degerleri Tablo 4-8, 4-9, 4-10, 4-11, 4-12, 4-13, 4-14, 4-15, 4-16,
4-17, 4-18, 4-19, 4-20, 4-21, 4-22, 4-23’de verilmistir. Bulunan degerlere gore
yontemin dogrulugu ve kesinligi uygun bulunmustur. Bu degerlerle yontemin

tekrarlanabilir olduguda goriilmektedir.

Tablo 4-8: L-aspartik asitin KK1 1500 ng/mL igin validasyon serilerinin giin i¢i ve

giinler aras1 hesaplamalari

Teorik Val 1 ng/mL Val2ng/mL Val 3ng/mL Giinler arasi
Ortalama 1660.38 1577.41 1608.26 1615.35
%Hata 110.69 105.16 107.22 107.69

Giin ici SD 26.67 77.70 55.33 64.24
% CV 1.61 4.93 3.44 3.98
n 6 6 6 18

Tablo 4-9: L-aspartik asitin KK2 2500 ng/mL igin validasyon serilerinin giin i¢i ve

giinler aras1 hesaplamalari

Teorik Val 1 ng/mL Val2ng/mL Val3ng/mL Giinler arasi
Ortalama 2563.62 2448.55 2484.07 2498.74
%Hata 102.54 97.94 99.36 99.95

Giin ici SD 276.87 45.87 89.86 167.30

% CV 10.80 1.87 3.62 6.70
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Tablo 4-10: L-aspartik asitin KK3 3500 ng/mL i¢in validasyon serilerinin giin igi ve

giinler aras1 hesaplamalari

Teorik Val 1 ng/mL Val2ng/mL Val 3ng/mL Giinler arasi
Ortalama 3572.00 3173.75 3271.61 3339.12
%Hata 102.06 90.68 93.47 95.40

Giin ici SD 308.28 56.00 91.62 248.49
% CV 8.63 1.76 2.80 7.44
n 6 6 6 18

Tablo 4-11: L-aspartik asitin KK4 4500 ng/mL ig¢in validasyon serilerinin giin igi ve

giinler aras1 hesaplamalari

Teorik Val 1 ng/mL Val2ng/mL Val 3ng/mL Giinler arasi
Ortalama 4540.87 4107.67 411341 4253.98
%Hata 100.91 91.28 91.41 94.53

Giin ici SD 65.94 127.87 83.51 227.42
% CV 1.45 3.11 2.03 5.35
n 6 6 6 18

Tablo 4-12: L-glutamik asitin KK1 1500 ng/mL igin validasyon serilerinin giin i¢i ve

giinler arasi hesaplamalari
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Teorik Val 1 ng/mL Val2ng/mL Val 3ng/mL Giinler arasi
Ortalama 1308.57 1497.70 1517.78 1441.35
%Hata 87.24 99.85 101.19 96.09

Giin ici SD 31.94 105.00 104.30 127.07
% CV 2.44 7.01 6.87 8.82
n 6 6 6 18

Tablo 4-13: L-glutamik asitin KK2 2500 ng/mL i¢in validasyon serilerinin giin i¢i ve

giinler aras1 hesaplamalari

Teorik Val 1 ng/mL Val2ng/mL Val 3ng/mL Giinler arasi
Ortalama 2247.95 2303.09 2438.84 2329.96
%Hata 89.92 92.12 97.55 93.20

Giin ici SD 59.86 52.16 154.83 125.37
% CV 2.66 2.26 6.35 5.38
n 6 6 6 18

Tablo 4-14: L-glutamik asitin KK3 3500 ng/mL i¢in validasyon serilerinin giin i¢i ve

giinler aras1 hesaplamalari

Teorik Val1ng/mL Val2ng/mL Val3ng/mL Giinler arasi

Ortalama 3264.77 3138.75 3462.05 3288.52

%Hata 93.28 89.68 98.92 93.96
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Giin ici SD 218.88 88.65 145.53 203.83
% CV 6.70 2.82 4.26 6.20
n 6 6 6 18

Tablo 4-15: L-glutamik asitin KK4 4500 ng/mL igin validasyon serilerinin giin i¢i ve

giinler aras1 hesaplamalari

Teorik Vall1ng/mL Val2ng/mL Val3ng/mL Giinler arasi
Ortalama 4092.95 4219.12 4629.46 4313.84
%Hata 90.95 93.76 102.88 95.86

Giin ici SD 206.64 176.92 197.10 297.89
% CV 5.05 4.19 4.26 6.91
n 6 6 6 18

Tablo 4-16: L-asparajin KK1 1500 ng/mL i¢in validasyon serilerinin giin i¢i ve giinler

arasi hesaplamalari

Teorik Val 1 ng/mL Val2ng/mL Val3ng/mL Giinler arasi
Ortalama 1684.87 1516.05 1553.09 1584.67
%Hata 112.32 101.07 103.54 105.64

Giin ici SD 33.70 108.06 47.82 99.99
% CV 2.00 7.13 3.08 6.31
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Tablo 4-17: L-asparajin KK2 2500 ng/mL i¢in validasyon serilerinin giin i¢i ve giinler

aras1 hesaplamalar1

Teorik Val 1 ng/mL Val2ng/mL Val 3ng/mL Giinler arasi
Ortalama 2477.89 2346.59 2329.18 2379.06
%Hata 99.12 93.86 93.17 95.16

Giin ici SD 145.94 134.49 156.63 151.74
% CV 5.89 5.73 6.72 6.38
n 5 6 6 17

Tablo 4-18: L-asparajin KK3 3500 ng/mL i¢in validasyon serilerinin giin i¢i ve giinler

arasi hesaplamalari

Teorik Val1ng/mL Val2ng/mL Val3ng/mL Giinler arasi
Ortalama 3303.18 3124.21 3130.44 3179.05
%Hata 94.38 89.26 89.44 90.83

Giin ici SD 163.63 153.78 157.71 169.37
% CV 4.95 4.92 5.04 5.33
n 5 6 6 17

Tablo 4-19: L-asparajin KK4 4500 ng/mL i¢in validasyon serilerinin giin i¢i ve giinler

aras1 hesaplamalar1

Teorik Val1ng/mL Val2ng/mL Val3ng/mL Giinler arasi

Ortalama 4200.57 4069.30 4241.44 4170.44
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Giin ici

%Hata

SD

% CV

93.35

275.79

6.57

90.43

268.44

6.60

94.25

386.90

9.12

92.68

305.45

7.32

18

Tablo 4-20: L-glutamin KK1 15 pg/mL igin validasyon serilerinin giin i¢i ve giinler

aras1 hesaplamalar1

Giin ici

Teorik

Ortalama

%Hata

SD

% CV

Val 1 pg/mL  Val 2 pg/mL  Val 3 pg/mL  Giinler arasi

15.88

105.89

0.78

4.93

15.29

101.91

1.23

8.04

15.53

103.55

0.78

5.02

15.55

103.66

0.94

6.02

17

Tablo 4-21: L-glutamin KK2 25 pg/mL igin validasyon serilerinin giin i¢i ve giinler arasi

hesaplamalari
Teorik Val lpg/mL  Val2 pg/mL  Val 3 pug/mL  Giinler arasi
Ortalama 24.25 24.62 24.56 24.48
%Hata 97.00 98.46 98.25 97.90

Giin ici SD 1.77 0.73 0.86 1.15
% CV 7.29 2.97 3.51 4.70
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Tablo 4-22: L-glutamin KK3 35 pg/mL igin validasyon serilerinin giin i¢i ve giinler arasi

hesaplamalari
Teorik Val 1 pg/mL  Val 2 pg/mL  Val 3 pg/mL  Giinler arasi
Ortalama 34.82 38.96 36.56 36.58
%Hata 99.48 111.32 104.45 104.52

Giin ici SD 2.57 1.01 0.67 241
% CV 7.37 2.59 1.83 6.58
n 4 3 3 10

Tablo 4-23: L-glutamin KK4 45 pg/mL igin validasyon serilerinin giin i¢i ve giinler

aras1 hesaplamalar1

Giin igci

Teorik

Ortalama

%Hata

SD

% CV

Val 1 pg/mL  Val 2 pg/mL  Val 3 pg/mL  Giinler arasi

41.01 42.65 41.98 41.88
91.14 94.79 93.29 93.07
1.03 2.17 1.86 1.79
2.52 5.09 4.44 4.27
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4.2.4. Dedeksiyon ve Miktar Tayini Limiti

Bolim 3.6.4’de verilen denklemlere gore hesaplanan goézlenebilme (LOD) ve
tayin smir1 (LOQ) ise Asn, Asp ve Glu i¢in sirastyla 100-500 ng/mL, GIn i¢in 1-5
pg/mL olarak bulunmustur. 20 pg/mL L-glutamine ¢ozeltisine ait bir kromatogram
Sekil 4-11°de verilmistir.

+ MRM (146.9 -> 84.1) VAL1_20ug_plasma_st5_1.d

£ x104] 3.458 min.

>

o

© o8
0.6
0.4+
0.2

0

056 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

Sekil 4-11: 20 pg/mL L-glutamin enjeksiyonuna ait bir kromatogram

4.2.5. Matriks Etkisi

Boliim 3.6.5°e gore yapilan ¢alismalar sonucu asagidaki veriler elde edilmistir.
Elde edilen degerler Tablo 4-24’da verilmistir. Matriks etkisi hesaplamalar1 asagidaki
gibidir.

Tablo 4-24: Matriks etkisinin hesaplanmasi

Amino asit ng Dedektor cevabi  Dedektor cevabr  Matriks etkisi
L-Aspartik Asit 2000 1553 2055 -32.32
L-Glutamik Asit 2000 1975 3997 -10.38
L-Asparajin 2000 1893 1363 27.99

L-Glutamin 2000 65600 60496 7.78
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4.2.6. L-Asparjinazin, Asparajin ve Substrat Iliskisi

Bir enzimin aktivitesi, 0 enzim ile katalizlenen enzimatik reaksiyonun hizinin,
enzim etkisiyle uygun sartlardabelirli siirede tiriine dondistiiriilen substrat miktarina gore
ifadesidir. Aktivitesi veya etkinligi yiiksek olan bir enzim, belirli bir zamanda daha
fazla substrat molekiiliinii {irtine gevirebilir. Enzimatik bir reaksiyonun hizina etki eden
faktorlerden bazilari: Is1 veya sicaklik, substrat konsantrasyonu, pH, , zaman, 151k ve
diger fiziki etmenler, enzim derisimi, iyonlarin dogasi1 ve konsantrasyonu, hormonlar ve

diger biyokimyasal 6zellikler, reaksiyon tirtinleri.

Yapilan deney tasarimlar1 sonucunda beklenen yonde sonuclar elde edildi. L-
asparajinaz enzimi substratlarla tepkimeye girdi ve aspartik asit ve glutamik asit
olusumu gozlemlendi ve kromatogramlar ile gosterildi (Sekil 4-13, Sekil 4-14). Yiizde
olarak doniisiimleri ise tablo olarak verilmistir (Tablo 4-25, Tablo 4-26). L-asparajin
tikendi ve L-glutaminde azalma gézlemlendi. Amino asit karisimina ait bir enjeksiyon

Sekil 4-12’de verilmistir.

x102 |+ESI MRM Frag=65.0 CID@6.0 (148.0000 -> 102.0000) VAL1_2000ng_plasma_st3_2.d

54
254

x10% |+ESI MRM Frag=65.0 CID@15.0 (1469000 - 84.1000) VAL1_2000ng_plasma_st3_2.d

5]
25
0

x102 |+ESI MRM Frag=550V CID@&3.0 (134.0000 -» 82.1000) VAL1_2000ng_plasma_st3_2 d

z— N

x102 |+ESI MRM Frag=60.0 CID@12.0 (132.9000 -> 74.1000) VAL1_2000ng_plasma_st3_2.d

2* I

x102 |+ESI MRM Frag=40.0v CID@&4.0 (108.1000 -» 91.1000) VAL1_2000ng_plasma_st2 2.d

s- L

02040608 1 12141618 2 222496298 3 32343638 4 42444648 5 52545658 6 62646668 / 72747678 & 82848688 § 92949698
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4-12: 2000 ng/mL amino asit karisimi enjeksiyonuna ait ayrilmis bir

kromatogram
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a

+ MRM (132.9 -> 74.1) plasma_Bos_1.d

x10 1| 3.449 min.
8,
751
7,
6.5
6,
5.5
5,
45
4,
3.51

Counts

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

+ MRM (132.9 -> 74.1) plasma_ilac_15dk_1.d

£ x101 ]

=}

5]

O 484
4.6+
4.4+

4.2+

4

LA 0 msrbarin b me

056 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

3.8+

MRM (132.9 -> 74.1) plasma_enzim_15dk_1.d
x10 1]
5.4
5.2
5,
4.8+
4.6+
4.4+
4.2+
4
3.8+

Counts *

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

Sekil 4-13: Enzim ve ilag eklenemeden L-asparajin kromatogramlari, plasma (a), ilag

ile 15 dk reaksiyon sonrasi (b), enzim ile 15 dk reaksiyon sonrasi (c)
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a

+ MRM (134.0 -> 88.1) plasma_Bos_2.d
£ x10 1 3.198 min.
S 54
o
O 52
5,
4.8+
4.6+
4.4+
4.2+
4
3.8+

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

b

MRM (134.0 -> 88.1) plasma_ilac_15dk_1.d

x10 14 *3.205 min.
7,
6.5
6,
5.5+
5
4.5
4
3.5- ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

+
[7)
2
c
=]
o
O

MRM (134.0 -> 88.1) plasma_enzim_15dk_1.d
x10 1] *3.201 min.

8,
7.5
7
6.5
6,
5.5
5
4.51
44
3.54

Counts *

056 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

Sekil 4-14: Enzim ve ila¢ eklendikten sonra L-aaspartik asit kromatogramlari, plasma

(a), ilag ile 15 dk reaksiyon sonrasi (b), enzim ile 15 dk reaksiyon sonrasi (¢)
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Tablo 4-25: Asparajinin aspartik asite doniigiim oranlari

L-asparajin alam L-aspartik asit alam1  Asn, Asp Doniisiim

Bos 226 84
ilac 0 276 % 100
Enzim 0 311 % 100
a
+ MRM (146.9 -> 84.1) plasma_Bos_1.d
g x10 37 *3.464 min.
3 7
(@] 64

5

4,

3,

2,

14

0

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

b

MRM (146.9 -> 84.1) plasma_ilac_15dk_1.d

.
£ x10 3 *3.464 min.
5
[e)
O

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

c

+ MRM (146.9 -> 84.1) plasma_enzim_15dk_1.d
*2 x10 3 *3.459 min.
€ i
5}
(@) 3
2.5
2,
1.5
1,
0.5+
0,

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

Sekil 4-15: Enzim ve ilag eklenmeden L-glutamin kromatogramlari plasma (a), ilag ile

15 dk reaksiyon sonrasi (b), enzim ile 15 dk reaksiyon sonrasi (c)



a

MRM (148.0 -> 102.0) plasma_Bos_1.d
x10 2 |
4,
3.5+
3,
2.5
2,
1.5
1,
0.5+
0,

+
I *3.208 min.
=
=}
[e)
(&)
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b

MRM (148.0 -> 102.0) plasma_ilac_15dk_1.d

x10 2 | *3.217 min.
45
44
3.54
34
2.5
24
1.5+
14
0.5+
0-

+
%)
2
c
>
o

O

5 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

MRM (148.0 -> 102.0) plasma_enzim_15dk_1.d

x10 3| *3.208 min.
0.9
0.8
0.7
0.6

Counts *

5 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Acquisition Time (min)

75 8 85 9 95

Acquisition Time (min)

Sekil 4-16: Enzim ve ilag¢ eklendikten sonra L-glutamik asit kromatogramlar1 plasma

(a), ilag ile 15 dk reaksiyon sonrasi (b), enzim ile 15 dk reaksiyon sonrasi (c)
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Tablo 4-26: Glutaminin, glutamik asite doniistim oranlar1

L-glutamin alani L-glutamik asit alam  GIn, Glu Déniisiim
Bos 36576 2465
flac 26639 3316 % 87.55
Enzim 14018 6125 % 56.30

Elde edilen veriler degerlendirildiginde L-ASPZ enzimi saf olarak kullanildigr igin
doniigiim oran1 daha fazladir. L- asparajinaz birincil gorevi asparjini, aspartik asite ¢evirmek
oldugu i¢in déniisiim %100 olarak gergeklesmistir. ikincil etki mekanizmas: olarak glutamini

glutamik asite ¢cevirmektir. Beklenen doniisiimler gerceklesmistir.
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5. TARTISMA

Akut lenfoblastik 16semi (ALL) cocuklar arasinda en yaygin kanser tiiriidiir.
ALL'min tedavi orami terapétik yaklagimlar sayesinde %80'i asmistir. Bunda L-
asparjinaz onemli bir rol oynamugtir. ALL’deki etkisini L-Asparajinin plazmada
diizeyini disiirerek gerceklestirir. L-Asparjinaz ile doygunlasan tiimor hiicresi besinsiz
kalir ve gogalamaz (1). L-ASPZ aktivitesinin ve L-ASN diizeyinin tedavide izlenmesi

Onemlidir.

Bu nedenle L-asparajin, L-glutamin, L-aspartik asit ve L-glutaminin
kromatografik ayirimi ve miktar tayini icin en uygun kosullarin belirlenmesi pH,
hareketli faz yiizdeleri, analitik kolonlar ve sicakligin analizler iizerinde etkileri

arastirilarak bu amino asitlerin analizleri i¢in yontem gelistirilmistir.

Amino asitlere ait ana iyonlarin molekiil agirliklarinin birbirine yakin
olmasindan dolay1r farkli pargalanma driinlerinden yola ¢ikilarak amino asit
standartlarina ait pikler belirlenmistir. MS/MS’in avantaji sayesinde parcalanma
tirtinleri iizerinden daha secici bir metod gelistirilmistir. Calisilan amino asitlerin hepsi

pozitif modda uygun parcalanma tirlinleri vermistir.

Amino asitlerin insan metabolizmasinda onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir.
Bir¢ok calisma, insan plazmasinin amino asit profillerinin kanser, karaciger ve bobrek
dolasim1 hastaliklari, genetik hastaliklar gibi durumlarda farkliliklar oldugunu
gostermistir. Bu nedenle, plazma amino asit konsantrasyonlarini giivenilir ve

tekrarlanabilir bir sekilde 6lgmek 6nemlidir (40).

Amino asitlerin pKa ve pKyp degerleri goz oniine alindiginda (Tablo 2-1) yiiksek
veya diisiik pH degerlerinde ¢aligmak analitleri iyonlastiracagindan dolayr pH: 6.9°da

calismak stabil bir hareketli faz saglamistir.

Amino asitleri R (yan zincir) gruplarina gore ayirdigimizda glutamik ve aspartik
asit, asidik (negatif yiiklii) grupta ve iki asitli karboksil grubuna sahiptir. pH 6-7
arasinda tam iyonize olmaktadirlar ve suda negatif yiike sahiptirler. Glutamin ve

asparajin ise hidrofilik (polar) grupta yer alir ve ¢oziiniirliikleri yiiksektir.
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Amino asitlerin ¢ogunlugu kromofor gruplara sahip olmadigindan goriiniir
bolgede 15181 absorplamaz. Yalniz ii¢ tanesi (tirozin, triptofan ve fenilalanin) 6nemli

miktarda ultraviyole 15181 sogurur.

Amino asitlerin analizleri igin Floresans, UV ve MS gibi tekniklerle ¢aligilmistir
(22, 29, 17). Dogal UV ve fluoresans oOzellikleri olmadiklari igin tlirevlendirme
gereklidir. Spektrofotometrik yontemlerde daha ¢ok kolon oncesi tiirevlendirme veya
uygun cihazla analiz Oncesinde tiirevlendirme yapilmistir (23, 24,26). Calismlarda daha
cok orto-fitalaldehit (OPA) ve 9-fluorenilmetiloksikarbonil (FMOC) tiirevlendirme
ajant olarak kullamilmistir (22, 23, 24, 26). Bu c¢alismalardaki sorunlardan biri
tirevlendirmenin hizli gergeklesmesi fakat tiirevlerin uzun siire stabil olmamasidir.
Ayrica tlirevlendirme pH’si, siiresi gibi parametrelere dikkat edilmelidir. Ciinki
aminoasit ve OPA’dan olusan olusan izoindol gruplarindaki kararsizlik ve ajanlarin

kendi kararsizlig1 tiirevlendirmenin dezavantajlarindandir (41).

Tiirevlendirme yonteminin kullanilmamasinin nedeni bircok dez avantaja sahip
olmasidir. Tiirevlendirme ajanlar1 hazirlandiktan kisa bir silire sonra bozunmaktadir.
OPA 9 giinden sonra dolapta bozunmaktadir ve reaktantlar arasinda en az 7 dakika
reaksiyon siiresi olmalidir (41). Kullanilan ajanlar ayrica pahalidir. Buna ek olarak,
olusan tiirevler hizlica analiz edilmelidir yoksa tiirevlerde bozunabilir. Genel olarak
kolon oncesi ve kolon sonrast olmak tizere iki farkli tiirevlendirme teknigi
kullanilmaktadir. Eger cihaz {izerinde tlirevlendirme teknigi kullanilacaksa otomatik

ornekleyicinin uygun 6zelliklere sahip olmasi gereklidir.

Tirevlendirme karmasik, zaman alict ve pozitif iyon modunda iyonlasma
derecesini azaltir. GC-MS ve HPLC ile karsilastirildiginda, kiitle spektrometrisi (LC-
MS) sivi kromatografisi ile daha yliksek hassasiyet ve stabiliteye sahiptir. Simdiye
kadar birkag LC-MS yontemi yaymnlanmistir. Bununla birlikte, baz1 yontemler gida
analizlerinde kullanilmistir, baz1 yontemlerin yiiksek tespit limitleri vardir veya

kromatografik ayrimi iyilestirmek i¢in tiirevlendirmeye ihtiyag duymustur (42).

Ayirim i¢in yaygin olarak kullanilan silika destekli C 18 amino asit analizi i¢in
gelistirilen kolon ile g¢alismalar yapildi. Bu kolon ters faz malzemeden yapilmistir ve
protein peptid hidroliz {irlinleri olan amino asitleri ayirmaya yarar. Kolon ultra saf (tip
B) silika destegini, mobil faz ortamindan ve yiiksek pH’da korumak igin extra dense
bonding (XDB) teknolojisini kullanir. Ultra yiiksek saflikta (>%99.995 SiO>), gozenekli
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silika destegi kullanilarak ©6zel olarak hazirlanmistir. Bu 6zel silika destegi (Tip B),
bazik ve yiiksek polar bilesiklerin giicli adsorpsiyonunu azaltmak veya ortadan
kaldirmak icin tasarlanmistir. Baghh fazli paketleme, silika yiizeyinin maksimum
deaktivasyonunu elde etmek igin tescilli reaktifler ve prosediirler kullanilarak iki kez
kapatilir. Tek tip kiiresel pargaciklar, nominal yiizey alan1 180 m?g ve kontrollii

gdzenek boyutu 80 A olan silika destegine dayanmaktadir (43).

Calisilan farkli kolonlardan biri olan C8 kolon, 6zellikle daha yiiksek basing
altinda calismas1 (600 bara kadar) icin tasarlanmistir ve yiiksek hizh ters fazli HPLC
icin yiiksek performansli bir mikro partikiil C8 dolgu maddesi ile doldurulmustur. Sabit
fazi sterik olarak korunmus C8 sabit fazini1 6zel hazirlanmis yiiksek saflikta porlu silika
mikro kiirelerle kimyasal olarak baglayarak yapilmustir. Ozel silika destegi, bazik
bilesiklerin giiclii adsorpsiyonunu azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in tasarlanmistir.
Yogun sekilde kaplanmisg, sterik olarak korunan diizopropil n-oktilsilan sabit fazi,
kimyasal olarak stabildir ve daha uzun kolon 6mrii saglar. Sonug olarak, C8 bazik, notr
veya asidik numuneler i¢in kullanilabilen stabil, ters fazli bir kolondur. Baglanmis fazin
sterik korumasi, hareketli fazlarin neden oldugu bozulmaya kars1 diren¢ gosterdiginden,
agresif mobil fazlar (6rnegin pH < 2, yiiksek iyonik gii¢, iyon ¢ifti katki maddeleri, vb.)
ile kullanim i¢in 6zellikle uygundur. Bu malzemenin ayrica 80 °C'ye kadar sicakliklarda
calistirildiginda stabil oldugu gosterilmistir. Bu oOzellikler, uzun vadeli stabilite ve
tekrarlanabilirlik gerektiren yontemlerde kullanim i¢in 6zellikle 6nemlidir. C8, 6zellikle
diisiik temel diizey gerektiren yiiksek hassasiyetli dedektorler kullanan analizler igin
uygundur (6rnegin, kiitle spektrometreleri). Tek tip, kiiresel C8 parcaciklarinin
kontrollii gézenek boyutu 80 A ve yiizey alan1 180 m?/g'dir. Kolonlar, optimum kolon
verimi saglamak icin tescilli, yiiksek basingli, bulamag yiikleme teknigi kullanilarak tek

tip bir yatak yogunluguna yiiklenir (44).

Analizler sonucunda validasyon i¢in en uygun kolon, (2,6 pum, 100 A) core-
shell teknolojisine sahip kolon secildi. Sabit faz olarak pentaflorofenil igereir ve TMS
ile kapatilmistir (endcapping). Nano yapilanma teknolojisiyle calisan sol-jel isleme
teknikleri, ¢ekirdek kabuk partikiilii olusturmak i¢in kati dayanikli, homojen porlu
kabuk, kat1 silika tlizerine yerlestirilir. Bu partikiil morfolojisi, tamamen gozenekli
partikiillere kiyasla daha az bant genislemesi ile sonuglanir ve bu nedenle son derece

yiiksek verimlilik saglar. Yiiksek partikiil yogunlugu, Eddy difiizyonun bant genisletme
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etkilerini azaltan optimal yatak yapisinin olusturulmasina yardimci olur benzer sekilde

HPLC ve UHPLC sistemlerinde azaltilmis difiizyon yolu verimliligi artirir (45).

HILIC'in ters faza gore benzersiz ayrimi ve ortogonalligi, onu ayirma giiclinii
artirabilen ¢ok boyutlu kromatografi i¢in ideal bir yontem haline getirir. Segicilik s6z
konusu oldugunda, HILIC, gilinimiizde uygulanan iki ana kromatografik teknik olan
ters faz ve iyon degisim kromatografisi (SCX) ile iyi rekabet edebilir (46).

HILIC-ESI-MS’in  mobil fazi sulu bir bilesen igerdiginden, biyolojik
matrikslerin sulu yapisindan kaynaklanan girisim, normal faza kiyasla artik bir endise
kaynag1 degildir. Ek olarak, ESI-MS ile birlestirilmis HILIC, potansiyel olarak daha
yiiksek bir hassasiyet saglar ¢iinkii HILIC modundaki daha yiiksek organik ¢oziicii

yiizdesi, ESI sirasinda daha verimli desolvasyona katkida bulunur (47).

Calismada tiirevlendirme ajanlart  kullanmayarak  kimyasal kullanimi
azaltilmistir ayrica zamandan kazanilmistir. HPLC-MS/MS sistemi sayesinde analiz
stiresi ve akis hiz1 diger yontemlere gore disiiriilmiistiir bundan dolayr daha az mobil

faz sarfiyat1 saglanmstir (18, 27).

L-asparjinaz aktivite caligmalar1 i¢in aminoasit iceren plazma ornekleri ilizerine
enzim ve tedavide kullanilan ilag (Leunase), benzer konsantrasyonlarda ilave edilmis ve
viicut sartlar1 simule edilmistir. Enzim aktivitesi belli siirelerde durdurulup elde edilen
farkli numuneler analiz edilmistir. L-asparajin seviyesinde azalma gozlenmis ve
enzimin gorevini yerine getirdigi gézlemlenmistir. Bu da yontemin dogru calistiginin

gostergesidir.

Amino asitlerin molekiil agirliklar1 birbirine yakin oldugundan ve benzer
molekiil yapilarina sahip olduklarindan dolay1 birbirine yakin alikonma siirelerine
sahiptirler. HPLC-MS/MS cihazinin avantaji molekiiller ne kadar yakin degerlere sahip
olsalar da farkli parcalanma iyonlar1 secildiginden dolayr segici bir metod
gelistirilmistir. Birgok farkli kolonda farklt mobil fazlarda 6n ¢alismalar yapilmastir.
HILIC kolonda ¢alismamizin sebebi en uygun aymrimi saglamasindan 6tiiriidiir. ITyon
cifti olusturulma sebebi ise hem pikleri daha belirginlestirmesi hemde alikonma

stirelerini diisiirmesinden dolayidir.

Amino asitlerin pKa’lar1 tabloda (Tablo: 2-1) goriildiigii gibi birbirine yakindir

bu yilizden birbirinden ayirmak zordur. Farkli kolonlar ile ¢alismalar yapildiktan sonra
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HILIC kolonun polar ozelliginden dolayr bu kolonla calisildi. Bununla beraber
ayiriciligl artirmak igin trifloro asetik asit, sodyum dodesil siilfat ve tetrabiitil amonyum
hidroksit gibi ajanlar ve iyon ¢ifti reaktifleri denendi. Yiiklii analitlerin ayiriminmi ve
hassasligi artirmasindan dolay1 heptafluoro biitiirik asit kullanilmistir. heptafluoro
biitiirik asit iyon baskilanmasini azaltmig ve kromatografik ayirima yardimei olmustur.
Iyon cifti reaktifi kullanildiginda piklerin daha belirgin sekilde ayrrimi goriilmiis ve pik

sekilleri simetrik hale gelmistir.

Amino asitlerin molekiil agirliklarinin yakin olmasi ve benzer fiziksel ve
kimyasal yapilara sahip olmalarindan dolayr kromatografik ayirimda zorluklar
yaganmustir. C18 kolonda pik sekillerinde yayvanlik gzlemlenmistir, bu ylizden amino
asit kolonuna gecilmistir. Amino asit kolonunda ise analitler birbirine olduk¢a yakin
cikmistir ve kromatografik ayrimda farkli mobil faz denemelerine karsilik verimli
sonugclar elde edilememistir. C 18, amino asitler i¢in 6zel kolon gibi farkli bir¢ok kolon
ve mobil faz ile ¢aligmalar yapilmistir. En sonunda HILIC kolonla yapilan ¢alismalarda

en iyi sonugclar elde edilmis ve yontem validasyonu bu kolonda yapilmistir.

HILIC, polar bilesiklerin tutunmasi ve ayrilmasi i¢in en basarili yaklagimlardan
biridir. HILIC ile kullanilabilecek bir¢cok sabit faz vardir. HILIC, polar sabit faz
kullanilarak gerceklestirilen ters faz kromatografisinin bir varyasyonu olarak
tanimlanabilir. HILIC'in bir ayirma teknigi olarak birincil avantaji, hareketli fazda bir
iyon cifti ajan1 gerektirmeden, geleneksel ters faz kosullar1 altinda tutunamayan polar,
hidrofilik bilesiklerin gii¢lii bir sekilde tutunmasidir. Ayrica organik agidan zengin
mobil fazlarin diisiik viskozitesi nedeniyle diisiik basinca, HILIC'te ¢cok polar analitlerin
yiiksek oranda sulu mobil faz altinda ters faz kromatografisinden daha iyi ayirma
verimliligine sahiptir. Popiilaritesinin bir baska nedeni de, HPLC-MS’in HILIC mobil
fazlarla ¢ok uyumlu ve yiiksek hassasiyet vermesindendir. Ilaglar ve metabolitleri
genellikle polar yapilar oldugu icin biyoanalitik uygulamalarda HILIC yaygin kullanim
alan1 bulmustur (48).

Amino asitler polar yapili bilesikler olduklarindan dolayr tiirevlendirme
yapmadan ayirmaya c¢alisildi. Bu iyon ¢ifti olusturma reaktifi heptaflorobiitirik asit
(HFBA) ile gergeklestirildi. HFBA iyon baskilanmasini azaltmis ve kromatografik

ayirima yardimci olmustur.
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Iyon cifti olusturma reaktifleri sadece ters fazli HPLC kolonlar1 iizerinde zit
yiiklii analitlerin tutulmasini arttirmakla kalmaz, ayn1 zamanda benzer yiiklii analitlerin
tutulmasmni da azaltir; bununla birlikte, florlu karboksilik asitler i¢in tam olarak
arastirilmamistir ve bu reaktiflerin uygulanmasi, bazik analitleri ayirmak i¢in iyon ¢ifti
olusturma kapasiteleriyle olduk¢a smirlandirilmigtir. Yapilan ¢aligmalarda kullanilan
TFA, PFPA, ve HFBA ile kromatografik analizlerde pik simetrisinde 6nemli gelismeler
gozlendi (49).

HFBA'nin giiclii asitligi, biyomolekiillerin karboksilik asit gruplar1 gibi diger
asidik gruplarin protonlanmasini saglar ve boylece biyomolekiil iceren numunelerin ters
faz kromatografisinde organik ¢oziiciiler ile etkilesime girebilir. HFBA'nin daha uzun
alkil zinciri TFA'dan daha hidrofobik yapar ve dolayisiyla HFBA daha hidrofobik

numunelerle kullanilabilir (50).

Amino asitler igin analiz parametreleri tek tek belirlenmistir (Tablo 3-10).
Sistem uygunlugu testi yapildiginda tiim parametrelerin uygun oldugu goriilmiistiir.
Tablo 3-12’de elde edilen veriler goriilmektedir. Kabul limitleri ise Tablo 2-4’de
verilmistir. Kabul limitleri i¢in FDA’in kilavuzlarindan faydalanilmigtir ve tablolarda

goriildiigii gibi degerler limit igidir ve analiz i¢in uygundur (51).

Amino asitlerin plazmada tayininde, elde edilen R? degerlerinin 1’e yakin olmasi
metodun plazmada dogrusal oldugunu ispatlar (Tablo 4-1, 4-2, 4-3). Metodun
dogrusalliginin ileri seviyede incelenmesi i¢in dogrusallik kontrol grafikleri ¢izilmis ve
elde edilen R? degerlerinin 0.98den biiyiik olmasi yontemin dogrusal oldugunu

gostermistir.

Kromatografik caligmalarda alinan cevabin sadece analite ait oldugunun
kanitlanmas1 amaciyla, FDA tavsiyelerine gore farkli saglikli goniillillerden alinan
ornekler analiz edilerek plazmada yontemin segiciligi  degerlendirilmistir.
Kromatogramlar incelendiginde, analitlerin alikonma zamanlarinda endojen kaynakli

girisimler gézlemlenmemistir (Sekil 4-6, 4-12).

Plazmada 6 farkli konsantrasyonda standart ve 4 farkli konsantrasyonda kalite
kontrol 6rnekleriyle calisildi. Giin i¢i ve giinler arasi olmak tizere dogruluk ve kesinlik
caligmalar yiiriitiilmiistiir. Hesaplamalar1 plazmada 3 validasyon serisiyle yapilmustir.
Giin i¢i BSS degerleri sirastyla en diisiik ve en yliksek %1.45-%10.80 araligindadir.

Giinler aras1 BSS degerleri sirastyla %3.98-%8.82 araligindadir. Giinler arasi ve giin igi
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degerler detayli olarak tablolarda verilmistir. (Tablo 4-8, 4-9, 4-10, 4-11, 4-12, 4-13, 4-
14, 4-15, 4-16, 4-17, 4-18, 4-19, 4-20, 4-21, 4-22, 4-23, ). Biyoanalitik metodlarda
dogruluk ve kesinlik i¢in sinir degeri FDA’e gore %15°dir, fakat LOQ seviyesinde bu
siir %20°dir (52, 53). Hesaplanan veriler metodun plazmada kesin ve dogru oldugunu

kanitlamaktadir.

Yontem ters fazli kolonda; organik ve inorganik hareketli faz ile gradient olarak
0.4 mL/dk akis hizinda gelistirilmistir. Amino asitlerin dogrusal araligi Asn, Asp ve Glu
igin sirastyla 500-5000 ng/mL, Gln i¢in 5-50 ug/mL olarak belirlenmistir. G6zlenebilme
(LOD) ve tayin sinirlar1 (LOQ) ise Asn, Asp ve Glu igin sirastyla 100-500 ng/mL, GIn
icin 1-5 pg/mL olarak bulunmustur. Glutaminin plazmada dogal olarak diger amino
asitlerden daha fazla bulundugu igin daha yiiksek bir dogrusal aralikta c¢alisilmustir.
Analiz sonuglart incelendiginde yontemin amino asitlerin plazmada bulunabilecegi
konsantrasyon araligmi kapsadigi ve plazmada tayin icin yeterince hassas oldugu

goriilmektedir.

Secilen kalibrasyon konsantrasyonlar1 en yiiksek ve en diigiik deger alinip orta
konsantrasyon belirlenerek kalite kontrol Ornekleri olusturulmustur. Validasyon
serilerinden elde edilen korelasyon katsayilart 0.99 mertebesinde ve analitik agidan
kabul edilebilir degerlerdir. Kalibrasyon standartlarinin dogruluk ve kesinlik degerleri
uygundur. Bu sonuglarla yontemin dogruluk ve kesinligi kalibrasyon standartlarinda

uygun goriilmektedir (Tablo 4-4, 4-5, 4-6, 4-7).

Calismamizin sonucunda ALL tedavisi i¢in kullanilan L-asparjinaz’in hastalarda
kullanildiginda ne kadar ve ne siirede etki ettigini 6lgebiliriz. Ayrica hangi asparajinaz
tiirliniin ne kadar siireyle etkin oldugunu anlayabiliriz. Yapilan ¢alismayla hassas, secici
ve valide bir amino asit analiz yontemi gelistirilmistir ve gercek Orneklerede
uygulanabilen bir metoddur. Tiirevlendirme ile c¢alisgmanin biyolojik metaryal i¢in
yeterli olmadig1 gozlemlenmis ve HPLC-MS/MS ile metod gelistirilmistir (28, 29, 34).
Optimize edilmis analitik yontem, yalnizca kismi validasyonlarla diger metabolik olarak
aktif amino asitlere ve ilgili bilesiklere genisletilebilir. Caligmamiz kisa analiz siiresi, az

atik olusturmasi ve hizli ekstraksiyon siiresiyle hedefine ulagsmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda hem L-asparjinaz’in biyolojik sivilarda tayini
hemde karakterizasyonunu birlestiren etkili bir metoda rastlanmamistir. Calismamizin

sonucunda valide bir metod gelistirilerek ALL’li hastalarin tedavisini daha da
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kolaylagtirmak ve kullanilan ilag miktarmi1 daha dogru bir sekilde tespit ederek,
hastalarin dogru miktarda ilag alarak hastaligin daha hizli ve etkin bir sekilde tedavi

edilmesini saglamaktir.

Farkli L-asparjinaz tiirlerinin olmasi ALL hastalar1 i¢in avantaj olarak
goriilebilir. Ciinkii L-asparjinazin bir tiirliyle antikor olusmasi nedeniyle tedavi
olamayan hastanin tedavisine hekim ve eczaci kontroliinde diger tiirle devam edebilir.
Boylece tiimorlii hiicreler aminoasit eksikliginden hayatta kalmaya daha fazla devam
edemez. Bu nedenle ilacin etkililiginin kontrolii yani TDI 6nemli hale gelmektedir. Bu
tez ¢aligmasi sonucu gelistirilen yontemle gerekli amino asit analizleri L-asparajin, L-
aspartik asit, L-glutamin, L-glutamik asit miktar tayinleri yapilarak etkin tedaviye

yardimci1 olunmasi beklenmektedir.
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