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OZET

SAFRA ASITLERININ BiYOLOJIK ORNEKLERDEN
TAYINI ICIN SK-KS/KS YONTEMININ
GELISTIRILMESI ve VALIDASYONU

Kadri GULEC
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz, 2023

Danisman: Dog. Dr. Erol SENER

Safra asidi atipik steroid molekiil olup karaciger enzimleri ve bagirsak bakterileri
tarafindan kolesterolden sentezlenir. Birincil ve ikincil safra asidi olarak ikiye ayrilir.
Safra asitleri sentez basamaklarinda konjuge hale gelerek farkli safra asitlerini olusturur.

Giliniimilizde basta analitik kimya olmak iizere ¢ok cesitli alanda farkli bircok
analizde kullanilmakta olan sivi kromatografisi/kiitle spektrometresi (SK-KS/KS),
biyolojik numune analizlerinde de yiiksek hassasiyete ve segicilige sahip olmasi sebebiyle
siklikla kullanilmaktadir.

Yirmi {i¢ farkl safra asidi ve bir adet déteryumlu i¢ standart kullanilarak, biyolojik
orneklerde safra asidi tayini igin SK-KS/KS parametreleri ve farkli sabit fazlarin
optimizasyonu yapilmistir. Optimizasyon i¢in par¢alama voltajlari, parcalama enerjileri,
iyon kaynagi, iyonlastirici ajan, iyon modu gibi MS parametreleri her bir safra asidi i¢in
optimize edilmis, hareketli faz, sicaklik, akis hiz1 gibi parametreler ile sabit fazlar
denenmistir. Elde edilen optimizasyon parametrelerine gore negatif iyonlastirma
modunda, elektrosprey iyon kaynagi ile 100 x 3,00 mm, 1,8 um, 95 A, C18 sabit fazi
kullanilarak 60 °C sicaklikta, %0,5 formik i¢eren su ve %20 asectonitril igeren metanol
hareketli fazi ile analiz yapilmistir ve optimum caligsma sartlarinda ICH M 10 biyoanalitik
validasyon kilavuzuna gore validasyonu yapilmustir.

Kan, idrar ve gaita 6rnekleri kantitatif analiz i¢in hazirlama prosediirii uygulanarak
analiz edilmistir. Analiz sonuglart ICH M10 biyoanalitik validasyon kilavuzunda
belirtilen limitler ¢ercevesinde degerlendirilmistir.

Anahtar Sozciikler: SK-KS/KS, Safra Asidi, Validasyon, Biyolojik Ornek, Plazma,
Idrar, Gaita



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF LC-MS/MS METHOD FOR THE
DETERMINATION OF BILE ACIDS
FROM BIOLOGICAL SAMPLES

Kadri GULEC

Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July, 2023

Supervisor: Assoc. Prof. Erol SENER

Bile acid is an atypical steroid molecule synthesised from cholesterol by liver
enzymes and intestinal bacteria. It is divided into primary and secondary bile acids. Bile
acids become conjugated in the synthesis steps and form different bile acids.

Today, liquid chromatography/mass spectrometry (LC-MS/MS), which is used in
many different analyses in many different fields, especially in analytical chemistry, is
frequently used in biological sample analysis due to its high sensitivity.

LC-MS/MS parameters and different stationary phases were optimised for bile acid
determination in biological samples using twenty-three different bile acids and one
internal standard. For optimisation, MS parameters such as fragmentation voltages,
fragmentation energies, ion source, ionising agent, and ion mode were optimised for each
bile acid, and parameters such as mobile phase, temperature, flow rate, and stationary
phases were tested. According to the obtained optimisation parameters, the analysis was
performed in negative ionisation mode with an electrospray ion source, 100 x 3.00 mm,
1.8 um, 95 A, using C18 stationary phase at a temperature of 60 °C, with water containing
0.5% formic acid and methanol mobile phase containing 20% acetonitrile, and validated
according to the ICH M10 bioanalytical validation guideline under optimum operating
conditions.

Blood, urine, and stool samples were analysed by applying the preparation
procedure for quantitative analysis. The analysis results were evaluated within the limits
specified in the ICH M10 bioanalytical validation guideline.

Keywords: LC-MS/MS, Bile Acid, Validation, Biological Sample, Plasma, Urine,
Stool
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1. GIRIS

Safra asitleri, atipik 6zellikler sergileyen bir steroid molekiilii sinifidir. Karaciger
enzimlerinin enzimatik aktivitesi ve bagirsak bakterileri sayesinde kolesterolden
sentezlenirler. Kolesteroliin aksine safra asitleri hem hidrofobik hem de hidrofilik bir
ylize sahip olan amfipatik yapilar1 ile karakterize edilir. Safra asitleri birincil ve ikincil
olmak {izere iki ayr1 gruba ayrilabilir. Birincil safra asitleri, kolesteroliin
donistiiriilmesiyle karacigerde sentezlenirken, ikincil safra asitleri, bakterilerin birincil
safra asitleri lizerindeki enzimatik etkisiyle bagirsakta olusturulur. Safra asitlerinin iki
ana siiflandirmasi, yan zincir uzunluklarinda farkliliklar géstermesinden kaynaklanir ve
C27 ve C24 bir yap1ya sahiptir. Yiiksek omurgalilar tarafindan sentezlenen safranin ¢ogu,
esas olarak C24 safra asitlerinden olusur. Safra asitlerinin birincil metabolik islevi, lipid
emiilsifikasyon siirecini gerceklestirmek ve bdylece bagirsak emilimini saglamaktir.
Ayrica, bagisiklik sitemi, hiicresel apoptozun modiilasyonunu, glikoz metabolizmasina
katilimi gibi ¢ok sayida dnemli rolii vardir.

Kromatografi, sayisiz ilerleme ve yenilige yol agmasi nedeniyle bilim tarihinde
onemli bir yere sahiptir. Bu, bilim adamlarinin karisimlar1 ayirmak ve analiz etmek i¢in
kullandiklart metodolojileri temelden degistirmesine neden olmustur. Kimyasal analiz,
organik sentez, tibbi teshis ve biyolojik siirecler dahil olmak iizere ¢esitli bilimsel alanda
onemli bir etkiye sahiptir. Genis kapsamli etkileri, devrim niteliginde geligsmelere yol
acmis birgok bilimsel alanda 6nemli ilerlemelere ve kesiflere izin vermistir. Gegen siire
boyunca da modern bilim {izerinde 6nemli bir etkiye sahip olmaya devam etmektedir.

Kiitle spektrometrisinin (MS) tesadiifi kesfi, 1897'de ¢ok sayida 6énemli bilimsel
atilimla tanman tinli bir bilim insani olan J. J. Thomson'in farkli bir arastirma ile
ugrasirken gerceklesmistir. 1980'li yillara gelindiginde, kiigiik organik molekiillerin
incelenmesi i¢in MS kullanim1 yaygin bir teknik haline gelmis olmasina ragmen
proteinlerin, oOzellikle biiylik olanlarin yani sira niikleik asitler ve kompleks
karbonhidratlar gibi diger makro molekiillerin analizi hala zorlu bir sinav olmaya devam
etmistir Ancak bu zorlu gorevin iistesinden, 1988 yilinda neredeyse ayni zamanlarda
kesfedilen  elektrosprey  iyonizasyon (ESI) ve matris destekli  lazer
desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) yontemlerinin tanitilmasiyla gelinebilmistir.

Cagdas bilimsel arastirmalarda, sivi kromatografisi/kiitle spektrometresi insan ya
da canlilarin idrar, plazma/serum, safra, bagirsak icerigi, karaciger ve diski gibi gesitli

biyolojik matrislerdeki biyobelirteclerin veya biyoaktif bilesiklerin kesin olarak
1



tanimlanmas1 ve Olglilmesi igin {istiin ve son derece hassas analitik teknik olarak ortaya
¢cikmaktadir.

Bu tez kapsaminda s1vi kromatografisi/kiitle spektrometresi kullanilarak konjuge
ve konjuge olmayan safra asidi standartlar1 ile optimizasyon caligmalar1 yapilarak
biyolojik numenelerde safra asidinin tespit edilmesi adina analitik bir yontem

gelistirilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Safra Asitleri

On dokuzuncu yiizyilin baslarinda, arastirmacilar ilk olarak safrada bulunan
kimyasallarin kimyasini incelemeye basladilar. Hem koleik asit hem de safra, ilk olarak
Thenard ve Berzelius tarafindan gerceklestirilen olaganiistii deneyler sonucunda
kesfedildi. Demarcay, kolik asit (CA) olarak da bilinen nitrojen i¢ermeyen safra asidini
izole etmeyi basaran kisiydi. Platner, bir safra asidinin kristalli bir 6rnegini olusturan ilk
kisiydi, ancak o zamanlar, 6rnekten herhangi bir yapisal bilgi elde etmek miimkiin
degildi. Buna ragmen, Strecker ve Mylius gibi bilim adamlari safra asitlerinin molekiiler
formiillerini (hem serbest hem de eslenik formlarinda) bulmak i¢in ¢ok ¢alistilar. Kolik
asit-yag asidi kompleksinin (koleik asit) olusumunun ilk gosterimi Wieland ve Sorage
tarafindan gerceklestirilmistir. Yazarlar Wieland ve Windaus, safra asitleri iizerinde
derinlemesine yapisal arastirmalar yiiriittiiler. Rosenheim ve King, Bernal'in 1932'de
kolesteroliin siklopentanoperhidrofenantren yapisini ortaya ¢ikarmak i¢in X 1sinlarini
kullanmasindan sonra safra asitlerinin dogru yapisini1 6nerebildiler. 1950'ler, bugiin hala
devam eden safra asidi arastirmalarinin bilimsel asamasinin baglangici oldu. Bu siire
zarfinda, gesitli tiirlerden tiiretilen safra asitlerinin izolasyonu ve karakterizasyonu gibi
diger faaliyetlerin yani sira, kapsamli fizikokimyasal arastirmalarinin ve o6nemli
metabolik arastirmalar yapmaya baslanmistir (Erlinger, 2022; Kritchevsky ve Nair, 1971,
Mukhopadhyay ve Maitra, 2004).

Birincil safra asitleri ve safra alkollerinin olusumunun arkasindaki kimya safra asidi
ve safra alkoliiniin kimyasini anlamak, dogal olarak olusan bilesiklerde bulunabilecek ¢cok
cesitli kimyasal yapilar ve bu yapilar1 adlandirmanin karmasikligi nedeniyle zordur. Az
¢Ozliniir bir zar lipidi olan kolesterolii konjuge safra asitlerine veya safra alkollerine -suda
yiiksek oranda ¢oziinlir, amfipatik, membranolitik molekiiller- doniistiirmeye yardim
eden ¢oklu biyokimyasal yollarin evrimi, ¢ok sayida safra asidi ve safra alkolii i¢in bir
aciklama saglayabilir. Bu yollar, kolesterolii konjuge safra asitlerine veya safra
alkollerine doniistiirmeye yarar. Bu bilesiklere isimler ¢ok uzun zaman Once
verildiginden, daha kimsenin bilesimlerinin ne oldugu bilinmeden safra asidi ve safra
alkolii terminolojisi olduk¢a karmasiktir. 19. yiizyilin baslarinda, safra asitleri safradan
ayrilmis ve safra asidi kimyasinin incelenmesi, geleneksel biyokimyanin olusumundan
once gelmistir (Hofmann ve Hagey, 2008).

Dogada bulunan safra asitleri ve safra alkollerinin tiimiinii ifade edecek yeterli toplu
3



bir ifade yoktur. "Kolanoid" kelimesi C24 karbon numarasina sahip tiim bilesikleri,
"kolestanoidler" terimi ise C27 karbon numarasina sahip tiim bilesikleri kapsamaktadir.
"C24 safra asidi" ve "C27 safra asidi" terimlerinin her ikisi de "safra asidi" tanimina
dahildir, ancak safra alkolleri dahil degildir. Birgok arastirmaci kolanoidleri ve
kolestanoidleri ii¢ ana gruba ayirmanin yararli oldugu 6ne siirmiistiir. Bu siniflar C27
safra alkolleri, C27 safra asitleri ve C24 safra asitleridir. Bu ayrim, safra asitlerinin
biyolojisi hakkindaki bilgileri basitlestirmeye yardimec1 olmaktadir. Bu ii¢ grup, doga
tarafindan iretilen kolanoidlerin ve kolestanoidlerin biiylik ¢ogunlugunu olusturur.
Kolesteroliin C8 yan zinciri C27 safra alkollerinde ve C27 safra asitlerinde bulunurken,
C5 yan zinciri C24 safra asitlerinde bulunabilir. C27 kolestanoidler ve C24 kolanoidler,
omurgalilarda kolesteroliin son iiriinleridir. Kolesterol, daha 6nce bahsedildigi gibi bir
izooktan yan zincirinin yan1 sira C5'te bir ¢ift baga sahip bir C27 steroldiir. Ug sinifin her
biri ya bir ana alkol grubuna ya da bir karboksil grubu olan bir yan zincire sahiptir.
Kolesterolden safra asidi iiretimi siireci boyunca steroid ¢ekirdegi, yan zincir veya her
ikisi iizerinde daha fazla hidroksilasyondan gecebilir. Bu hidroksilasyonlar, dogal olarak
olusan kolestanoidler ve kolanoidlerin spektrumuna yol agar. C24 safra asitlerinde
meydana gelen iki ek degisiklik daha vardir. i1k yol, ursodeoksikolik asit (UDCA) olarak
bilinen bir 3a,7p-dihidroksi safra asidinin olusumuyla sonug¢lanan 7a-hidroksi grubunun
epimerizasyonudur. Ikinci yol, bir 3a-hidroksi, 7-okso-safra asidi olusumuyla sonuclanan
C7 hidroksi grubunun oksidasyonunu icerir. Kenodeoksikolik asitin (CDCA) izolasyonu
ve isimlendirilmesi ile CA’nin kesfi ve isimlendirilmesi arasinda yaklasik bir buguk
asirlik bir siire gecmistir. CDCA, elementel analize gore kolik asitten bir eksik oksijen
atomuna sahip oldugu igin bu isim verilen bir safra asididir (Hofmann ve Hagey, 2008).
Safra asitleri, karaciger enzimleri ve bagirsak bakterileri sayesinde karaciger ve
bagirsaklardaki kolesterolden olusan bir atipik temel bir hidroksile steroid molekiillerdir.
Safra asitleri karacigerde kolesterolden dretilir (Chiang, 2009). Safra asitleri,
siklopentanoperi veya drophenantren yapisinin varhigi ile karakterize edilen, dogal olarak
olusan bir metabolit sinifidir. Kolesteroliin aksine, safra asitleri hem hidrofobik bir yiize
hem de hidrofilik bir ylize sahip olan amfipatik molekiillerdir. Amfipatik yapilarina gore
deterjan 6zelligi gosterirler. Bu da misellerin i¢indeki lipitlerin katabolizmasi i¢in gerekli
olmasi yaninda emiilsifikasyonu ve yagda eriyen vitaminlerin emilimini kolaylastirir
(Hofmann ve Roda, 1984; Westergaard ve Dietschy, 1976). Safra asitleri agirlikli olarak

hepatik organda, kolesterolii bir dncii olarak kullanan bir dizi enzimatik aracili katabolik
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metabolik siire¢ yoluyla sentezlenir. Safra asitleri birincil (primer) ve ikincil (sekonder)
olmak iizere iki gruba ayrilabilir. Primer safra asitleri, karacigerde kolesterolden
uiretilirken, dejenere safra asitleri olarak da bilinen sekonder safra asitleri ise bagirsakta

primer safra asitlerinden bakteriyel bir enzimler yardimryla tiretilirler (Xue vd., 2021)
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Sert bir steroid ¢ekirdegi ve kisa bir alifatik yan zincir, her safra asidinde bulunan
iki baglayic1 bilesendir. Safra asitlerinin steroid c¢ekirdegi, doymus tetrasiklik
hidrokarbon perhidrosiklopentanofenantrenden olusur. Bu yapi, her biri alt1 tyeli ii¢
halkadan (A, B ve C) ve bes iiyeli bir halkadan (D) olusur. Ayrica C18 ve C19
noktalarinda acili konfigiirasyonda metil gruplar1 vardir. A ve B halkalar1 daha ytiksek
omurgalilarda bir cis konfigiirasyonunda birbirine kaynagmis oldugundan, safra asidi
cekirdegi bazen gaga sekli olarak bilinen kavisli bir sekle sahiptir. 5a-stereokimya olarak
bilinen bir A/B transfiizyonu nedeniyle, alt omurgalilarda bulunan ve allo-safra asitleri
olarak bilinen bazi safra asitlerinin yapist diizdiir. Bilesigin yan zincirinin yapisi, safra
asitleri veya saftra alkolleri sinifina ait olup olmadigini belirler. Sirasiyla C21, C26, C25
ve C24 sayilan ile gosterilen dort farkli safra alkolii ¢esidi vardir. Bu alkoller daha az
gelismis yasam formlarinda bulunur. C27 ve C24 safra asitleri, safra asitlerinin iki ana
kategorisidir ve yan zincirin uzunluguna gore birbirinden farkli olabilir. Yiiksek
omurgalilar tarafindan {iretilen safranin ¢cogu C24 safra asitlerinden olusur. Safra
asitlerinin konjuge formunu tiretmek igin, bu safra asitlerinin 6nce glisin veya taurine

konjuge edilmesi gerekir (Li ve Chiang, 2020; Mukhopadhyay ve Maitra, 2004).

Steroid

skeleton
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Sekil 2.3. Insanlarda en ¢ok bulunan safia asitlerinin yapilar: ve bunlarin glisin ve taurin konjugatlar:

(Monte vd., 2009).



Iki ana safra asidi CA ve CDCA’dir. Bagirsak mikrobiyal florasi, birincil safra
asitlerinin bir kisminin, ana iiriinler olan deoksikolik asit (DCA) ve litokolik asit (LCA)
ile ikincil safra asitlerine déniistiiriilmesinden sorumludur. Ileumdaki enterohepatik
dolasim, gastrointestinal sistem boyunca tutarli bir safra asitleri havuzu boyutunun
korunmasindan sorumludur. Safra asitlerinin yaklasik %95'i kap1 toplar damarinda
yeniden emilir ve daha sonra karacigere geri taginirken, yaklasik %5'lik sadece kii¢iik bir
fraksiyon fekal atilim yoluyla elimine edilir. Safra asidinin metabolik roli, lipitlerin
emiilsifikasyonunu kolaylastirmak ve bdylece bagirsak tarafindan emilimini arttirmaktir
(Xue, 2021).

Buna ek olarak, immiinolojik yanitlarin yonetimi, hiicrelerde apoptozun kontrolii,
glikoz metabolizmasina katilim ve daha pek ¢ok sey dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli sasirtict
ve Oonemli gorevleri yerine getirme yetenegine sahiptirler. Safra taslari, primer biliyer
siroz ve kolorektal kanser dahil olmak {izere bir dizi rahatsizlik ge¢gmiste bazi safra asitleri
ile tedavi edilirken digerleri kullanimlar1 ile Onlenmistir. Apoptoz, nekroz ve
iltihaplanma, zararli safra asitlerinin birikmesinin nihai sonuglaridir. Metabolik
hastaliklarin patofizyolojisi, safra asitlerinin metabolizmasindaki degisikliklerin yani sira
bu safra asitleriyle etkilesime giren bagirsak mikrobiyotasina kadar izlenebilir (Xie,
2021).
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Sekil 2.4. Sindirim sistemi ve enterohepatik sirkiilasyon (Mukhopadhyay ve Maitra, 2004).



2.2. Safra Asitleri Sentezi

Safra asitleri kolesterolden sentezlenir ve karaciger kolesterolden safra asitlerini
sentezleyebilen tek organdir. Safra asitlerine amfipatik yeteneklerini veren ve etkili lipit
emiilgatdrleri olarak islev gormelerini saglayan, safra asidi olusumu sirasinda kolesterol
molekiiliine hidroksil gruplarinin eklenmesidir. insanlarda safra asitlerinin yaklasik %95'i
klasik, geri kalan %5'1 ise asidik sentez yolu kullanilarak olusturulur (Zhang vd., 2021).

Hepatositler, kolesterolden tiiretilen birincil safra asitlerinin iiretiminden
sorumludur. Taurin veya glisin ile konjugasyonun ardindan, kolonda safra yoluyla salinir
ve burada lipitlerin pargalanmasina ve yagda ¢6ziinen vitaminlerin emilmesine yardimci
olurlar. Bagirsaktaki bakteriyel enzimler, ikincil safra asitlerinin olusumuna yol agan
birincil safra asitleri dekonjuge etme ve dehidroksile etme yetenegine sahiptir. Yeniden
emilen safra asitlerin biiyilk ¢gogunlugunun karacigere geri tasinmasindan portal akis
sorumludur. Ilacin ihmal edilebilir bir kism1 enterohepatik déngiiyii atlayabilir veya
sistemik dolagima ulasir ya da digkida elimine edilir (Dawson ve Karpen, 2015; Hofmann
ve Hagey, 2014).

Insanlarda CA ve CDCA baskin safra asitleridir, ancak farelerde birincil safra
asitleri CA, CDCA, ursodeoksikolik asit (UDCA) ve murikolik asit (MCA) igerir. CA ve
CDCA safra tuzlarinda da bulunur. Hepatositler safra asitlerini salgilamadan 6nce taurin
veya glisin amino asidiyle konjuge ederek safra salgilarinin suda ¢oziintirliigiini artirirlar.
Bu, biliyer sekresyonlarin hazirlanmasinda yapildi. Konjuge CA ve CDCA baslangicta
kolonda bagirsak bakteriyel safra tuzu hidrolaz (BSH) tarafindan dekonjuge edilir. Daha
sonra CA ve CDCA, insanlarda 7-dehidroksilaz tarafindan deoksikolik asit (DCA),
litokolik asit (LCA) ve UDCA dahil olmak tizere sekonder safra asitlerine doniistiiriiliir.
Enterohepatik resirkiilasyon olarak adlandirilan bir siiregle, safra asitlerinin biiyiik
cogunlugu ileumdan portal sisteme ve daha sonra karacigere geri emilir. Bu, sindirim

sistemi boyunca gergeklesir (Nguyen, ShawAnakk, 2022; Xie vd., 2021)

2.3. Safra Asitleri Sentez Yolaklar

Safra asitleri, karacigerde kolesterolden klasik/nétr yol veya alternatif yol olarak
adlandirilan iki farkli yoldan biriyle iiretilirler. Ara metabolitleri nétr steroller oldugu igin
"notr" yol olarak da bilinen klasik yol, yalnizca karacigerde bulunur ve insanlarda iki

birincil safra asidini sentezler: CA ve CDCA. Bu yol, sitozol, mikrozomlar, mitokondri



ve peroksizomlarda bulunan enzimler tarafindan katalize edilen bir dizi reaksiyondan
olusur (Monte vd., 2009; Xie vd., 2021).

2.3.1. Klasik yol / Notr yol

Klasik yol, sadece karacigerde lokalize yolun hiz simirlayici enzimi olan bir
sitokrom P450 enzimi ile mikrozomal kolesterol 7a-hidroksilaz (CYP7A1) tarafindan
katalize edilen C7'de kolesteroliin hidroksilasyonu ile baslar. Kolesterol 7a-hidroksilaz
(CYP7AL) ve sterol 12-hidroksilaz (CYP8B1) enzimleri tarafindan birincil safra asitleri
olan CA ve CDCA’ya doniistiiriliir.

2.3.2. Alternatif yol

Alternatif yol sterol 27-hidroksilaz (CYP27A1) tarafindan baslatilir ve esas olarak
CDCA fiiretir. 7a-hidroksikolesterol, yine mikrozomal olan 3-hidroksi-AS-C27-steroid
dehidrojenaz/izomeraz (HSD3B?7) tarafindan 7a-hidroksi-4 kolesten-3-on'a doniistiirtiliir.
CA'nin sentezi, yliksek oranda diizenlenmis baska bir mikrozomal enzim olan sterol 12a-
hidroksilaz (CYP8BI1) tarafindan gergeklestirilen, C12 pozisyonunda 7a-hidroksi-4-
kolesten-3-on'un hidroksilasyonunu gerektirir.

Sonraki adimda, CDCA ve CA elde etmek i¢in sirasiyla CDCA ve CA'nin dnciileri
olan  5B-kolestan-30,7a- diol ve 5B-cholestan-3a,7a,12a-triol’iin = ¢ift bagin
indirgenmesini  gergeklestiren iki sitozolik enzim, A4-3-oksosteroid-5p-rediiktaz
(AKR1D1) ve 3a-hidroksisteroid dehidrogenaz (AKR1C4) tarafindan katalize edilir.
Mitokondriyal sterol 27-hidroksilaz (CYP27A1) bu oOnciillerin yan zincirine 6nce bir
hidroksil grubu ekleyerek, 6nce bir aldehite ve daha sonra bir karboksilik aside oksitler.
Bu reaksiyonlarda C27 pozisyonuna hidroksil grubu ekleyerek oksitlenme
gergeklestirilir. Sirasiyla 3a,7a-dihidroksi-5p-kolestanoik asit (DHCA) ve 3a,7a,120-
trihidroksi-5p-kolestanoik asit (THCA) {iriinleri, safra asidi CoA sentetaz (BACS) veya
¢ok uzun zincirli asil CoA sentetaz (VLCS) ile aktive edilir. Bu iki enzimde endoplazmik
retikulumda lokalize halde bulunmaktadir. Ortaya ¢ikan kolestanoil-CoA'lar daha sonra,
dort peroksizomal enzimin etkisini igeren bir siire¢ olan -oksidasyon ile yan zincirin
kisaltildig1 peroksizomlara taginir.

Safra asidi CoA olarak da bilinen amino asit N-asiltransferaz (BAAT), terminal yan
zincir karboksilik asidin amino asit glisin veya taurin ile konjugasyonu olan safra asidi

tiretiminin son asamasindan sorumludur. Peroksizomlar ve sitozol, BAAT"!n lokalize
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oldugu bulunan iki yer olmasinin yani sira peroksizomal BAAT'1n birincil safra asitlerinin
peroksizom i¢inde konjugasyonundan sorumlu oldugunu, sitozolik BAAT'In ise geri
dontistiiriilmiis safra asitlerinin yeniden konjugasyonunda rol oynayabilecegini gdsterir.
Ancak yapilan son arastirmalara gore, karacigere donen dekonjuge safra asitlerinin
yeniden konjugasyon i¢in peroksizoma gitmesinin gerekmesi BAAT"n biiyiik dlglide
sitozolde ithmal edilebilir seviyelerde bulunan bir peroksizomal enzim oldugu varsayimini

desteklemektedir (Monte vd., 2009; Weng vd., 2022; Zhang vd., 2021).
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Sekil 2.5. Safra asidi sentezinin klasik notr yolla sematik gosterimi (Weng vd., 2022).
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2.4. Sivi Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi
2.4.1. Kromatografi ve kromatografinin kisa tarihgesi

Kromatografinin  Tswett tarafindan kesfi, bu analitik teknigin tarihinde,
baslangicini ve sonraki gelisimini isaret eden énemli bir an olarak kabul edilmektedir.
Tswett'in ¢18ir agan kesfinin kromatografi alaninda 6nemli bir doniim noktast oldugu,
yaygin uygulama ve daha ileri gelismelerin temelini attigi yaygin olarak kabul
edilmektedir. Tswett tarafindan tanimlanan siire¢, bir numune ¢ozeltisinin kat1 kalsiyum
karbonat ile doldurulmus bir cam kolondan gecirilmesini igeriyordu. Bu teknik, numune
¢oOzeltisinde bulunan farkli bilesenleri ayirmak i¢in kullanilmigtir. Tswett, bu yontemi
kullanarak, kolon i¢indeki kati kalsiyum karbonatla olan diferansiyel etkilesimlerine
dayanarak c¢esitli maddeleri etkili bir sekilde izole edebilmis ve tanimlayabilmistir. Orta
Cag boyunca Venedik'te ve antik Roma'da, ilkel kromatografi olarak bilinen ilging bir
yontemin kullanildigini belirtmek gerekir. Bu prosediir, boyalarin kalitesini belirleme ve
bir karisim icindeki tek tek pigment boyalar1 ayirt etme amacina hizmet etmistir. Bu
tarihsel uygulama, renk analizi alaninda kromatografi tekniklerinin erken doénem
kullanimina 151k tutmaktadir. Modern kagit kromatografisinin dnciisii olarak kabul edilen
kapiler analiz, bu 6zel gorevi yerine getirmek i¢in kullanilmistir. Daha sonra, ilk
kesfinden sonra, Schenbein tarafindan filtre kdgidi spot-test analizi yontemi tanitildi. Bu
yenilikei teknik, filtre kadgidi kullanilarak cesitli maddelerin tanimlanmasina ve analiz
edilmesine olanak saglamistir. Schenbein'in bu ¢alisma alanina katkisi, bilim insanlarina
ve arastirmacilara degerli bir kaynak saglamasi agisindan 6nemliydi (Wixom ve Gehrke,
2010).

Tswett'in yontemi esasen bir eliisyon islemidir. Gradient eliisyon Alm ve
arkadaslar1 tarafindan uygulamaya konulmustur. Tswett'in deneylerinde, renkli bilesenler
¢coziilmiis ve gorsel olarak tespit edilmistir. Renksiz maddeler kromatografik olarak
ayrildiginda, bunlarin tespiti i¢cin bagka araclar kullanilmalidir. Graf ve Skat yag
asitlerinin ayrilmasini takip etmek i¢in magnezyum kolon iizerinde fenol kirmizisi
kullanmustr.

Kromatografi siireci, adint Yunanca "chromos" ve "graphy" kelimelerinden tiireten
Tswett tarafindan verilmistir. "Chromos" terimi "renk" anlamina gelirken, "graphy"
"yazmak" anlamina gelmektedir. Dolayisiyla, Tswett bu bilimsel teknigi tanimlamak i¢in
uygun bir sekilde "kromatografi" adini se¢mistir, Kromatografi, siiphesiz analitik,

organik ve klinik kimyanin yani sira biyokimya ve biyoteknoloji gibi ¢esitli alanlar
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tizerinde muazzam bir etkiye sahip olan benzersiz bir ayirma teknigi olarak durmaktadir.
Modern zamanlarda kromatografik ayirma teknigi hem canli renklere sahip olan hem de
belirgin bir renk tonu icermeyen ¢ok ¢esitli maddelerin analizi ve saflastirilmasi igin
yaygin olarak kullanilan bir yontem haline gelmistir. Bu gii¢lii teknik, bilim insanlarinin
ve arastirmacilarin bir karisim i¢indeki farkli bilesenleri, benzersiz kimyasal 6zelliklerine
ve kromatografik sistemle etkilesimlerine gore ayirmalarina ve izole etmelerine olanak
tanir. Kolon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi (TLC), kagit kromatografisi, gaz
kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, jel permeasyon kromatografisi, yiiksek
basingli sivi kromatografisi ve afinite kromatografisi bunlara birkag 6rnektir (Coskun,
2016).

Cok kullanigh bu teknik, hareketli fazin ardisik kiigiik fraksiyonlarinin toplanmasi
ve bunlarin refraktometri, radyometri, UV-spektroskopisi, kizil6tesi spektroskopisi, kiitle
spektroskopisi (MS), kondiiktimetri ve biyolojik aktivite gibi farkli analitik tekniklerle
analiz edilmesidir. Renksiz maddeler renkli, UV-emici, IR-emici, floresan ve hatta radyo-
etiketli maddelere dontstiiriilerek tespit edilebilir. Uzun vadede, sivi kromatografisinin
(LC) gelisimini engelleyen en onemli faktor kullamishi ve hassas dedektorlerin
eksikligiydi. Bununla birlikte, 1942 yilinda Tiselius ve Claesson tarafindan kirilma indisi
dedektorii ve daha sonra 1951 yilinda Martin ve Randall tarafindan elektriksel iletkenlik
dedektoriinii icat edilmistir. Fakat, LC dedektorleri alanindaki gergek ilerleme sadece son
30 yilda gerceklesmistir (Brondz, 2002).

2.4.2. Kiitle spektrometresinin kisa tarihi

Kiitle spektrometresi (MS) giiniimiizde analitik kimyanin siklikla kullandigi bir
enstriimantal cihaz olsa da diger birgok benzer enstriimantal cihaz gibi, MS’de fizik
alanindaki gelismeler sonucunda kesfedilmistir. MS’de, pek ¢ok onemli bilimsel kesfin
sahibi olan J. J. Thomson tarafindan farkli bir hedefin pesindeyken sans eseri icat
edilmistir. 1897'de Thomson, elektronlarin yiik-kiitle oranimmi (e/m) belirlemek igin
deneysel bir ¢alisma gerceklestirmistir. O donemlerde fizikgiler arasinda mevcut m/z
yerine e/m ifadesi daha yaygindi. Sonraki iki yillik donemde, J. J. Thomson, asistani
Ebenezer Everett'in yardimiyla, yiikiin kiitleye oranini (e/m) ve bir elektronun yiikiinii (e)
ayn1 anda Olgebilen bir alet yapmistir. Bu, elektronun kiitlesinin dolayli olarak
Ol¢iilmesine izin vermistir. Elektronu "kesfetme" konusundaki ¢alismalarindan dolay1

1906 Nobel Fizik Odiilii'ne layik gériilmiistiir (McLafferty, 2011).
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Thomson'in katot 1smlar1 ¢aligmasia yaptigr ilk katkilar, MS alaninin temelini
atmigtir. Thomson, daha sonra 1922'de kendi Nobel Kimya Odiilii'nii alacak olan
Ogrencisi Francis Aston ile iyonize atomlarin Kkiitlelerinin belirlenmesi igin yiiklii
atomlarin kiitlelerini Olcebilen ilk kiitle spektrometresini basartyla insa etmislerdir.
(Miinzenberg, 2013).

1980'lerde, kiiciik organik molekiillerin MS kullanilarak analizi yaygin bir
uygulama haline gelmistir. Proteinler, 6zellikle biiyiik olanlar, ayrica niikleik asitler ve
kompleks karbonhidratlar gibi diger makro molekiiller daha biyiikk bir zorluk
olusturmaktaydi. Sorun, o donemde iyonlagmanin, analit ile yiiklii bir par¢acik arasindaki
gaz fazindaki ¢arpigsmalara bagli olmasiydr (Berdié vd., 2012; Siuzdak, 2006).

1988 yili, kiitle spektrometrisi alaninda iki 6nemli teknigin, yani Elektrosprey
Iyonlastirma (ESI) ve Matris Destekli Lazer Desorpsiyon/Iyonlastirma (MALDI)'nin
neredeyse ayni anda ortaya ¢ikisi biyolojik kiitle spektrometresinde devrim yaratmisti ve
glinlimiizde makro molekiilleri iyonize etmek i¢in birincil yontemler olarak kullanilmaya
devam etmektedir (Siuzdak, 2006).

MS, gelisen teknolojik analiz yontemleri igerisinde son derece saglam ve ¢ok yonlii
bir analitik teknik olarak, molekiiler kiitlelerin hassas ve dogru bir sekilde belirlenmesi,
kimyasal bilesiklerin tanimlanmasi ve yapisal 6zelliklerinin aydinlatilmasi i¢in modern
analitik metodolojilerin 6n saflarina itilmis, ¢esitli bilimsel disiplinlerde biiyiik ilgi

gdérmiis ve yaygin olarak kullanilmistir.

2.4.3. Kiitle spektrometresinin ¢calisma prensibi

MS, cesitli bilimsel alanlarda kullanilan ¢ok degerli bir analitik tekniktir. lyonlarin
kiitle-yiik oraninin (m/z) dl¢iilmesine olanak taniyarak molekiillerin bilesimi ve yapisi
hakkinda 6nemli bilgiler saglar. MS, belirli bir bilesigin yani sira biyomolekiillerin,
polimerlerin ve diger pargaciklarin kesin molekiiler agirligini belirleyerek, 6zelliklerinin
aydinlatilmasinda ¢ok énemli bir rol oynar.

MS ile yapilan analizlerde en 6nemli adimlardan biri numunede bulunan analitlerin
iyonlastirilmasidir. Bu adim, n6tr molekiillerin analiz i¢in yiiklii hale getirilmesi ve MS
igcerisinde dogru bir sekilde yonlendirilebilmesi i¢in son derece énemlidir. Molekiiller
iyonizasyona tabi tutularak elektron kazanmasi veya kaybetmesi saglanir (Siuzdak,
2006).
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Sekil 2.6. MS cihazinin bilesenleri (Somogyi, 2008)

Yikli hale gelen molekiiller pargalanarak birden fazla kiiciik molekiile
dontigebilirler. Alternatif olarak, molekiiller herhangi bir par¢alanma olmadan da bir yiik
kazanabilir. Bu iki farkli olasilik, analizin bu asamasinda molekiillerin {istlenebilecegi
cesitli yollar1 vurgulamaktadir. MS igerisine gonderilen molekiiller iyonik hale
geldiklerinde once hizlandirilir ve ardindan bir elektrik veya manyetik alana maruz
birakilir. Bu alanlar iyonlar tizerinde bir kuvvet uygulayarak m/z oranlarina bagli olarak
farkli yonlerde hareket etmelerine neden olur. Bu sayede de numunede bulunan iyonlarin
bilesimi ve bollugu hakkinda bilgiler saglar. Bir kiitle spektrumu, iyonlarin yogunlugunu
ilgili kiitle-yiik oranlarina kars1 ¢izilerek, analiz edilen maddelerin molekiiler kiitleleri
hakkinda fikir verir (Dass, 2006; Siuzdak, 2006).

Bu analitik teknik, kimya, biyokimya ve adli bilimler de dahil olmak tizere ¢esitli
alanlarda bilesikleri tanimlamak ve miktarlarini belirlemek, molekiiler etkilesimleri
incelemek ve karmasik biyolojik sistemleri arastirmak icin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Genel olarak kiitle spektrumu, arastirmacilarin ve bilim insanlarinin
karmasik molekiilerin kiitlelerini tespit etmek, ayrimini1 yapmak ve daha derin bir anlay1s
kazanmalari i¢in gii¢lii bir arag¢ olarak kullanilmaktadir. Bilim insanlar1 bu spektrumlari
kullanarak numunede bulunan belirli kimyasal bilesenlere iliskin degerli bilgiler elde

edebilirler. Bu analitik teknik, numunedeki c¢esitli bilesiklerin ve elementlerin
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tanimlanmasinda ve karakterize edilmesinde c¢ok oOnemli bir rol oynar. Bdylece

arastirmacilarin kimyasal i¢erigini daha iyi anlamalarini saglar (Roncevi¢ vd., 2023).

S lonization Probe

Entrance Lens

Desolvation Line Skimmer

Detector

Pre-rod Main-rod

. Enhances sensitivity by
preventing ion divergence

lon Source Qarray Octopole Quadrupole

Sekil 2.7. MS cihazinin sematik gosterimi (http-3)

Baslangicta sinirlt sayida analitin hedefe yonelik kalitatif ve kantitatif analizi i¢in
kullanilirken, son zamanlarda gelisen teknoloji ile birlikte modern MS 6l¢iim modlari,
ozellikle klinik ve akademik arastirmalarin bir pargasi olarak bilinen-bilinmeyen
bilesiklerin analizi i¢in yeni olanaklar yaratmistir. Son yillarda, gecirdigi bu gelismeler
onu kimya, biyokimya, eczacilik ve tip alanlarinda vazgecilmez bir analitik arag¢ haline
getirmistir. Kiitle spektrometresinin kullanimi hem kalitatif hem de kantitatif analizleri
kapsayan genis bir uygulama yelpazesini kapsar (Berdié vd., 2012; Muguruma vd., 2022).

MS verilerinin ¢ogunlugu tipik olarak m/z olarak bilinen kiitle-ylik oram
birimlerinde ifade edilir. Bu baglamda, "m", iyonun dalton cinsinden molekiiler agirligini
temsil ederken, "z", dl¢lilen molekiille iligkili yiiklerin sayisini belirtir. Bunun yani sira
prensipte, kimyasal bilesikleri iyonizasyon siirecine tabi tutarak calisir, boylece yiiklii
molekiiller veya molekiil parcalari iiretir. Iyonlarin MS'e iletilmesini saglayan kapilerin
etrafindan iyonlagsma odasina piiskiirtiilen ve spreyin kurutularak iyon verimini artiran
gaz sicaklig1 ve akis hizi, iyon kaynagi parametrelerinden bazilaridir. "Sheath gas" olarak
bilinen gaz, numunenin dagilmasini engelleyerek ve MS'e daha fazla iyonun iletilmesine

yardimec1 olur. "Nebulizer" olarak adlandirilan sprey gazi, sivi haldeki bir Ornegi
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iyonlasma odasina spreyler ve basingla ayarlanir. Kolondan gelen 6rnegin akis hizi,
hareketli faz igerigi Nebulizer’in optimizasyonunu birbirine bagli parametrelerdir.
Iyonlasma odasinda ve pargalama hiicresinde kullanilan gaz ise azot gazidir. Kapilere
voltaj uygulanarak elektrik alan olusturulurken, iyonlar MS igerisinde kiitle analizriine
gonderilir. Molekiil agirhigina bagh olarak optimum hale getirilir. i§nenin agiz kismina
uygulanan "Nozzle voltage" ise analiz edilecek bilesigin polaritesine bagli olarak
degisebilen bir parametredir. Elde edilen yiiklii molekiillerin veya molekiil pargalarinin
mM/z oranlar1 daha sonra dedekte edilerek Sl¢iiliir.

Bir iyon kaynagi (iyonizasyon), bir kiitle analizorii (iyon ayirma) ve bir dedektor
(iyon algilama ve niceleme), bir MS’in ii¢ ana bilesenidir (Fenn, 2003). Kiitle analizorii,
dedektor ve bazi iyon kaynaklari i¢in yiiksek vakum kosullar1 gereklidir, boylece iyonlar
diger gaz molekiilleri veya atomlarla ¢arpismadan dedektore gidebilir. Kiitlesi 1000
Da'dan az olan molekiillerde genellikle tek bir ylik oldugundan, m/z oraninin degeri
molekiiler iyonun kiitlesi ile aynidir. Bununla birlikte, proteinler veya peptidler gibi daha
bliyiik molekiiller incelendiginde, bu tiir molekiiller genellikle ¢ok sayida iyonik yik
icerdiginden, z degeri 1'den biiyiik bir tam sayidir. Bu gibi durumlarda, m/z sayis1 iyonun
toplam kiitlesinin ylizdesi olarak ifade edilir (Rockwood, KushnirClarke, 2018).

Bilesiklerin iyonizasyonu, kaynakta, protonasyon (protonation), katyonizasyon
(cationization), deprotonasyon (deprotonation), elektron yakalama (electron capture),
notr bir molekiiliin elektron firlatma yoluyla iyonizasyonu, yiiklii bir molekiiliin gaz
fazina transferi dahil olmak tizere ¢esitli farkli yontemlerle gergeklestirilebilir (Siuzdak,
2006). Sonuglar, iki boyutlu bir gésterim olan kiitle spektrumu bigiminde sunulur. Dikey
eksende (ordinat) iyonik tiirlerin sinyal yogunlugunu veya bollugunu gosterilirken, yatay
eksen (apsis) m/z degerlerini temsil eder (Berdié vd., 2012).

MS veya tandem kiitle spektrometresi (MS/MS) ile birlestirilmis LC, giiniimiizde
klinik ve bilimsel alanda Ozellikle birgok bilesigin analizi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak biyoanalitik aragtirmalarda, son derece hassas, kantitatif, genis
aralikli ve yiiksek verimli bir SK-KS/KS tahlilinin gelistirilmesi, hedeflenen
metabolomik i¢in zorlu bir gorevdir. Bu durum o6zellikle karmasik biyoakiskanlardan
gelen polar metabolitler g6z Oniine alindiginda bu zorluk daha da artmaktadir. SK-
KS/KS, minimum numune hazirlama gereksinimleri, etkili ayirma yetenekleri ve son
derece hassas tespit yetenekleri dahil olmak tiizere ¢esitli avantajlar saglar (David,

MoldoveanuGalaon, 2021; Toyo'Oka, 2017)
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SK-KS/KS, insan ve kemirgen idrar1 (Alnouti, CsanakyKlaassen, 2008; Ikegawa
vd., 1999), plazma/serum (Alnouti, CsanakyKlaassen, 2008; Bootsma vd., 1999), safra
(Perwaiz vd., 2001; Plumb vd., 2009), bagirsak icerigi (Hagio vd., 2009; Hamilton vd.,
2007), karaciger (Hagio vd., 2009; Suzuki vd., 2013) ve diski (Cai vd., 2012; Hagio vd.,
2009) gibi ¢esitli biyolojik matrislerde ilgilenilen biyobelirteglerin veya biyoaktif
bilesiklerin dogru bir sekilde tespit edilmesi ve miktarinin belirlenmesi igin tercih edilen

ve oldukca hassas bir analitik yontemdir.
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Sekil 2.8. MS cihazinin sematik gosterimi (http-4)
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Sekil 2.9. Klinik MS'in bazi 6nemli olaylarn yaklasik zaman ¢izelgesi (Jannetto ve Fitzgerald, 2016).
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2.4.4. Tyonlagtirma yontemleri

Analizi yapilacak olan bir analitin uygun iyonizasyon yonteminin se¢imi, s6z
konusu molekiiliin dogasina, spesifik kimyasal 6zelliklerine sik1 sikiya baghdir. Her
molekiiliin mevcut tiim iyonizasyon yontemleri kullanilarak etkili bir sekilde iyonize
edilemeyecegini unutmamak énemlidir. Ornegin, ugucu olmayan ve biyomolekiillerin
onemli bir kismi gibi 1s1 hassasiyetine sahip olan bazi molekiillerin elektron
iyonizasyonuna (EI) tabi tutuldugunda bazi simirlamalarla karsilasilir. Bu 6zel
iyonizasyon yOntemi, basarili bir iyonizasyon i¢in 6n kosul olarak numunenin termal
buharlastirilmasini gerektirir. Ugucu olmayan ve 1siya duyarli molekiiller, bu gereksinimi
karsilayamamalar1 nedeniyle EI yoluyla iyonizasyona tabi tutulamazlar. Iyonizasyon
yontemlerinin uygulanabilirligi, incelenen molekiillerin spesifik o6zelliklerine ve
niteliklerine bagl olarak degismektedir ve bu sebeple de en iyi sonucu elde etmek icin
farkli iyonizasyon tekniklerinin uygunlugunu dikkatle degerlendirilmelidir (Somogyi,
2008).
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Sekil 2.10. /yonizasyon tekniklerinin tarihsel gelisimi (http-5).
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Sekil 2.11. Bir iyonizasyon tekniginin se¢imi igin akig semast (Vikse ve Scott McIndoe, 2018)

2.4.4.1. Elektron etkisi (Electron impact (EI))

Elektron Etkisi (EI) basit ve sik kullanilan bir sert iyonizasyon islemidir. EI ikinci
Diinya Savasi sirasinda Amerikali-Kanadali bilim adami Arthur Jeffrey Dempster
tarafindan ortaya atilmistir. EI prensibinde yiiksek enerjili elektronlar kullanarak gaz fazi
molekiillerinden radikal katyonlar iiretir. Iyon bu siiregte i¢ enerji kazanir ve bir elektron
kaybederek molekiilsiiz par¢calanmaya neden olur. Temelde, bir numunenin dogrudan
analizore bagli bir vakum sisteminde bulunan kaynakta ugurulmasiyla yapilir. Numune
girisi gaz halinde oldugu i¢in katt prob ve kaynagin 1sitilmasi gereklidir. Bu sayede bir
elektron demeti tarafindan bombardimana tutulmus olur. Isitilmis Tungsten veya Renyum
filamentten iiretilen bir elektron 1511 kullanir. On gerilim voltaji en yaygim olarak -70
volttur. Isindan gelen bir elektron, pozitif yiiklii iyonlar olusturmak igin analit
atomlarindan veya molekiillerinden bir elektron koparir. Elektron demeti gaz fazi
molekiiliinden bir iyon firlatarak radikal bir iyon iiretir. Konsantre 1sin ig¢in iyonlar
kaynaktan yariklara dogru hareket eder. Bu iyonik 151n, manyetik alanda tarandiktan sonra
iyonlarin kiitle/yiik oranina gore ayrildigi bir elektromiknatisin kutuplart arasindaki bir
ucus tliplinden gecer. Yogunluga karsi kiitle/yiik orani grafigi, numunenin kiitle
spektrumunu gosteren iyonlarin elektron veya foto cogaltici tespitine dayanmaktadir.
Ucucu metal iceren bilesiklerin net EI spektrumlar1 vardir. Metal i¢eren bilesiklerin ¢ogu,

yiiksek vakum kosullarinda bile anlaml1 bir buhar basinci olusturmadan 6nce 1sitilmis bir
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ylizey tlizerinde pargalanir, bu nedenle ilgili tiirii bozulmadan gaz fazina sokmak ana
zorluktur. Kiitleleri 1000 Da'un altinda olan metal karboniller, ana grup organometalikler
ve metalosenler iyi EI-MS iiretir. EI, GC-MS i¢in en yaygin kullanilan yontemdir
(Medhe, 2018; Vikse ve Scott Mcindoe, 2018).

2.4.4.2. Kimyasal iyonizasyon (Chemical ionization (Cl))

Kimyasal iyonizasyon (CI), Elektron Darbe kiitle spektrumunda molekiiler iyon
bulunmadiginda kullanilabilen yumusak bir iyonizasyon yontemidir. Burnaby Munson ve
Frank H. Field 1966 yilinda kimyasal iyonizasyona Onciiliik etmistir (Harrison, 2018). Bu
teknik elektron iyonizasyonundan ¢ok daha az enerji gerektirir. Daha diisiik bir enerji
bazen par¢alanma olmamasi ve/veya daha basit bir spektrum ile iliskilidir. Daha yumusak
bir iyonizasyon yaklasimi olarak, daha az parcalanma iiretir ve molekiiler iyonlar1
bulmay1 daha basit hale getirir. Bir reaktif gaz olan metanin nispeten yiiksek bir basingta
(1 mbar), yaygin bir elektron darbe kaynaginda iyonize edilmesini gerektirir. Gaz fazi
reaksiyonu, olusturulan reaktif iyon gazi proton transfer mekanizmasinin gerceklestigi
analitik molekiille carpistiginda meydana gelir. Reaktif gazlar olarak genellikle metan,
izobiiten ve amonyak kullanilir (Medhe, 2018).

electron gun

Magnet
\ 4 _# _ riquad mass Extraction and

/ spoctrcmater Focusing lenses

> lon volume

sample nebullzation (RN
and vaporization ~\EEE

11

/ \ " " g . - MS Analyzer
capillary hot repeller @ focusing A Analyte ion.

(1D=25 ym) st MgF,mirrors Analyte vapor

From
' GC/insertion probe
3 0.5-10kV
elactron boam T/_ S
excimer lamp Vacuum

(Ar, 126 nm)

Sekil 2.12. El kynagimin sematik diyagrami (Schepler vd., 2013)(http-6).
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Cl'de bir reaktif iyonu, proton veya hibrit transferi yoluyla iyonlar olusturmak i¢in

analit molekiilleriyle reaksiyona girer:

MH + C2Hs®™ — MH2" + CzHy

MH + CoHs* — M* + CoHe

Reaktif iyonlari, bir EI iyon kaynagina (analite kiyasla) énemli miktarda metan
enjekte edilerek olusturulur. Elektron ¢arpigmalari metan ile reaksiyona girerek CHs" ve

C2Hs" veren CH4* ve CH3s" iiretir:

CH4* + CHs —» CHs* + CH3

CHs™ + CHs — C2Hs™ + H2

e
Extraction and

70eV - Focusing lenses

MS Analyzer

Analyte vapor
From
GC/insertion probe

0.5-10kV

Vacuum

Sekil 2.13. Cl kaynaginin sematik diyagrami (http-1).

2.4.4.3. Alan iyonizasyon (Field ionization (FI))

Alan iyonizasyonu ugucu, termal olarak kararli maddelere uygulanabilecek bir
iyonizasyon yontemidir. Par¢alanma olmadan molekiiler iyonlar olusturulur. Gaz
fazindaki bir 6rnek molekiil, birbirine yakin ve yiiksek elektrik alanina sahip iki elektrot
arasina konarak elektrostatik kuvvet ve vakum altinda uygun sekle sahip bir metal yiizey
ile 6rnek molekiillerden elektronlarin fazla enerji iletmeden disar1 atilmasi saglanir.

Termal olarak kararsiz ve ugucu olmayan numuneler i¢in uygun olmamasi ve elektron
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carpma iyon kaynagindan daha az hassasiyete sahip olup diisiik par¢alanma sebebiyle

yapisal bilgi tiretmemesi negatif yonleridir (Vikse ve Scott Mcindoe, 2018).

2.4.4.4. Elektrosprey iyonizasyon (Electrospray ionization (ESI))

En ¢ok kullanilan iyonizasyon yontemi ESI'dir. Elektrosprey, atmosferik basingtaki
bir siv1 akisina, bazen gaz yardimi ile yiiksek voltaj uygulanarak olusturulur. Sprey
ozellikle MS vakum sistemi igindeki bir acikliga dogru hedeflenir. Bu sistem iginde
damlaciklar, 1s1, vakum ve voltajlarin neden oldugu hizlanma kombinasyonuyla elde
edilen bir ¢oziilme siirecine tabi tutulur. Daha sonra iyonlarin damlaciklardan disari
atilmasi ve kiitle analizoriine dogru hizlandirilmasi, voltajlarin uygulanmasiyla saglanir.
Daha biiyiik molekiiller s6z konusu oldugunda, iyonlar birden fazla yiike sahip olabilir.
Bu o6zellik, kisitl kiitle-ytiik oran1 araliklarina sahip analizorlerde ¢ok biiyiik molekiillerin

tanimlanmasini saglar.

2002 y1l1 Nobel Odiilii sahibi Fenn, 1980'lerde bu yontemin dnciiliigiinii yapmistir
ve son derece biiyiik biyolojik makromolekiiller i¢in de kiitle spektrumu olusturabilme
imkaninin oldugunu goéstermistir (Fenn, 2003). Cigir acan bu yenilik, MS’in uygulama
alanin1 tamamen degistirerek, birgok uygulamada da kullanilmasinin yolunu agmigtir

(Vikse ve Scott McIndoe, 2018; Yamashita ve Fenn, 1984).

Analyte molecule Solvent Coulomb Naked charged
evaporation fission analyte

Spraying nozzle . l
+(®)+ I
l +++ ¥ ++ l @ + +
G () WL AR () US| B
» A + + + +. +
+ + j
+
Chadrgcd!p‘arcnt T Charged progeny
- rople
. Charged droplet at GopEs
l Taylor cone the Rayleigh limit
— Power supply —

Sekil 2.14. ESI kaynaginin sematik diyagram (http-7).
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2.4.4.5. Matris yardimli lazer desorpsiyon iyonizasyonu (Matrix assisted laser

desorption 1onization (MALDI))

Analitlerin bir yiizeyden desorbe edilmesi amaciyla yiliksek hizli partikiillerin
kullanildig1 iyonizasyon tekniklerinin gelistirilmesi 6nemli bir arastirma alani olmustur.
Onceleri alfa pargaciklar1 kullanimi plazma desorpsiyonu igin temel olusturmustu.
Bununla birlikte, numune ablasyonunda lazerlerin kullanima, islem sirasinda numuneleri
ayristirma egilimi nedeniyle engel olusturmaktaydi. Bu sinirlama ise 2002 yilinda Nobel
odilliine layik goriilen Koichi Tanaka’nin kobalt tozunun etkinliginin teknigin
potansiyelini tam olarak gergeklestirmesini saglayan uygun matrislerin gelistirilmesiyle
asildi. Daha sonra Karas ve Hillenkamp, biyomolekiiler analiz igin 6ncelikle aromatik
asitlerden olusan organik matrisleri tanitarak kayda deger katkilarda bulunmustur. Bu
gelismeler, mevcut tekniklerin yelpazesini genisletmistir (Karas vd.; Tanaka vd., 1988)
Matris maddesi, gelen 15181 6nemli bir bolimiinii absorbe eder ve bunun sonucunda
matris gaz fazina gegerek ablasyona ugramaktadir. Bu esnada, ilgili analit ablasyona
ugramis matris ile birlikte taginir. Gaz fazinda ¢ok sayida karmasik slire¢ meydana gelir
ve lazer atimi tarafindan {iretilen yiiksek enerjili katyon bulutu, uyarilmis molekiiller ve

yiiklii iyonlarin ortaya ¢ikmasina yol agar (Vikse ve Scott Mclndoe, 2018).

TOF Analyzer

Laser I Analyzer entrance lens
Grid (voltage 10-18kV)

Analyte + Matrix spots

Acceleration
Voltage 20-25kV

Yacuum

Sekil 2.15. MALDI kaynaginin sematik diyagramu (http-1).
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2.4.5. Kiitle analizorleri

Kiitle spektrometresinin ¢ok Onemli bir bileseni olan kiitle analizorii, iyonize
kiitlelerin ayrilmasinda ve saptanmasinda ¢ok 6énemli bir rol oynar. Yiik-kiitle oranlari
ilkelerinden yararlanan bu cihaz, iyonlar etkili bir sekilde ayirir ve ardindan onlar
dedektore yonlendirir. Dedektor tarafindan yakalandiktan sonra, bu iyonlar titizlikle
algilanir ve ardindan daha fazla analiz ve yorumlama icin dijital bir ¢iktiya doniistiirtiliir.
Iyonlarin ayrilmasi ve analizi i¢in yaygm olarak kullanilan bir teknik olan kiitle

spektrometresi alaninda, alt1 kapsayici kiitle analiz cihazi kategorisi vardir.

Analit iyonlarinin gaz halinde tretilmesi iizerine, iyonlar kiitle-yiik oranlarina
(m/z) gore aywrmak amaciyla cok ¢esitli kiitle analizorleri kullanilir. Kiitle
spektrometreleri, vakum ortaminda elektrik ve manyetik alanlarda yiiklii parcacik
dinamigi ilkelerini kullanan bilimsel araglardir. Bu dinamikler, yiiklii pargaciklar ve
elektromanyetik alanlar arasindaki etkilesimi tanimlayan koklii Lorentz kuvvet yasasi
Denklem 2.1 ve bir parcaciga etki eden kuvvetleri onun ivmesi ile iligkilendiren

Newton'un ikinci hareket yasast Denklem 2.2 tarafindan yonetilir.
F =2z(E+vxB) (2.1
F=mxa (2.1)
Bu denklemlerin esitligi, yiiklii parcaciklarin dinamiklerini karakterize eden bir

denklem verir Denklem 2.3.

(m/z)xa=(E+vxB) (2.3)
Kiitle spektrometresi alaninda, m/z olarak gosterilen esdeger bir fiziksel nicelige
sahip iki pargacigin ayirt edilemez davranis sergiledigi gdzlemlenir. Sonug olarak, tiim
kiitle spektrometrelerinin, parcaciklarin mutlak kiitlesini 6lgmenin aksine, m/z

6l¢mesinin ve Ol¢iilen parametre olarak m/z'ye yonelik bu tercihin, kiitle spektrometresi

alaninda yaygin bir uygulama olmasini ortaya koyar (Rubakhin ve Sweedler, 2010).

2.4.5.1. Dort kutuplu (Quadrupole) kiitle analizorii

Ucuz fiyati, dayaniklilig1 ve giivenilirliginin bir sonucu olarak, dort kutuplu kiitle
analizorleri, cok ¢esitli laboratuvarlarda ve disiplinlerde kiitle spektrometreleri olarak

yaygin sekilde kullanilmaktadir.

Dogru akim uygulanmasi sonucunda tiim yiiklii molekiillerin hizlandirilmasi ve bu

24



sayede de yiiklii molekiillerin merkezi eksende dedektore dogru ilerlemesi saglanir. Bu
fenomen, m/z oraniyla dogru orantili bir sekilde ger¢eklesmektedir. Rotalarinin 6nemli
Ol¢iide sapmasi durumunda, metalik gubuklarla veya kabin sinirlariyla ¢arpisacak ve bu
da carpisma sonucunda momentumlarinin sogurulmasina neden olacaktir. Gelen
partikiillerdeki farkli m/z oranlarin1 ayarlamak, spesifik m/z’lerin dedektore dogru
yonlenmek ve dedektorde optimum algilama i¢in kiitle spektrumunun manyetik alani

olarak diisiiniilebilir (Haag, 2016)

Omegs lenses Quadrupole (analyzer) Detector (EM)

Sekil 2.16. Dort kutuplu Kiitle Spektrumu diyagrami (http-1).

2.4.5.2. Ugus siiresi kiitle analizérii (Time of flight analyzer (TOF))

TOF kiitle analizorii, nispeten basit bir mekanizma ile ¢alisir. Dogrusal modda,
iyonlarin bir iyon kaynagindan ¢ikarilmasini ve ardindan kisa elektrostatik alan darbeleri
kullanilarak tek yonli bir sekilde hizlandirilmasi saglanir. iyonlar daha sonra bir
stiriklenme alanina girerek serbestce hareket etmeleri saglanir. Tiim iyonlar esit kinetik
enerji ile hizlandirilarak farkli yiiklere sahip iyonlarin hareketinin kiitlelerinden
etkilenmesi ve bu sayede de daha hafif kiitleli ve ayn1 yiike sahip iyonlarin, daha agir
kiitleli iyonlara gore daha yiiksek hizlar sergilemeleri ve dedektdre daha agir iyonlardan
once ulagmasi saglanir. Bu temelde uzamsal ayrim, zamansal algilamaya yol agar.
Dogrusal modun, iyonlarin degisen konumlara ve hizlara sahip oldugu ve dedektore iyon
varis siirelerinin yayilmasina neden oldugu bir dezavantaj s6z konusudur. Bu baglamda
sinyallerin uzaysal dagilimi, dedektérde daha diisiik genliklere sahip genis sinyallerin
olusmasina neden olmakta sonu¢ olarak da ¢oziiniirliik ve algilamada hassasiyetinin

azaldig1 durumlarin ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir.

TOF kiitle analizorleri, ¢ozlinlirliigl artirmak i¢in iki farkli yaklasim kullanir. El
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ekstraksiyonu olarak da bilinen gecikmeli ekstraksiyon teknigi, MALDI iyon kaynaginda
tiretilen iyonlarin gecikmeli olarak kiitle analizriine enjekte edilmesi prensibine
dayanmaktadir. Belirli uygulamalarda alternatif bir yontem ise, yansitici iyon optiginin,
ozellikle reflektor veya reflektér modunda calisan iyon aynalarinin kullanimini seklinde
ortaya ¢ikar. Metabolitlerin, peptitlerin ve kiiciik ila orta 6l¢ekli proteinlerin analizinde
her iki yaklagim da yaygin olarak kullanilir. Gecikmeli ekstraksiyonlu lineer c¢alisma
modu, biiylik molekiilleri ve molekiiler agregatlar1 analiz etmek i¢in hala tercih edilen

secimdir (Haag, 2016).
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Sekil 2.17. TOF analizérii diyagramu (http-2).
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3. KULLANILAN KiMYASAL VE CIHAZLAR

3.1. Kullamilan Kimyasallar

Asetonitril : Sigma-Aldrich marka (> %99.9; gradiyent saflikta)
Metanol : Sigma-Aldrich marka (> %99.9; gradiyent saflikta)
Formik asit : Merck, Almanya

Asetik asit : Merck, Almanya

Amonyum Format : Merck, Almanya

Su : Sigma Aldrich, Almanya

3.2. Kullanilan Cihaz ve Geregler

S1vi Kromatografisi cihazi - Agilent 1290 Infinity Binary, Almanya

Kiitle Spektrometresi : Agilent 6460 Triple Quad MS

Sabit faz . Agilent Zorbax Eclipse C18 (2.1mm x 100 mm)
Buzdolab1 : Arcelik, No Frost & Electronic, Tiirkiye

Hassas Terazi : Mettler Toledo, XP205, Isvicre

Ultrasonik Banyo : Millipore Ultrapure Water System, Fransa

pH metre : Mettler Toledo

Ultra saf su cihazi : Millipore Ultrapure Water System, Fransa
Vorteks Karistirici : Jeio Tech, VM 96 B, Kore

Pipet : Eppendorf AG, Almanya

Su Banyosu :Memmert, WNB 14. Almanya
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4. YONTEM
4.1. Coziicii Sistemi ve Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan 23 adet konjuge ve konjuge olmayan safra asidi stoklari
ile i¢ standart (I1S) olarak kullanilacak olan doteryumlu Litokolik asit standart maddesi
uygun saklama kosullarinda muhafaza edilmistir. Daha sonra her bir standart madde
tartilarak metanol ile ¢oziindiirilmiistiir. Optimizasyon parametrelerinin belirlenmesi i¢in
tiim ¢ozeltiler karistirilarak 1000 ng/mL son konsantrasyonu olacak sekilde metanol ile
seyreltme yapilmistir. Cozeltiler -84 °C buzdolabinda saklanmistir. Safra asitlerine ait

molekiiler kiitlesi, LogP degeri ve pKadegerinin oldugu liste Tablo.4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1. Safra asitleri standartlar: ve ozellikleri

No Safra Asidi Molel & LogP PK
Agirhgi Formiilii (Giiglii asit)

1 Dehidrolitoklik asit 374,60 C24H3803 6,13 6,52
2 Litokolik asit 376,60 C24H1003 6,70 4,79
3 d4-Litokolik asit (I¢ Standart) 380,60 C24H36D403 - -
4 7-Ketolitokolik asit 390,60 C24H3804 3,52 5,82
5 Apokolik asit 390,60 C24H3304 3,93 5,70
6 Chenodeoksikolik asit 392,60 C24H4004 4,15 4,6
7 Deoksikolik asit 392,60 C24H4004 3,30 4,65
8 Hiyodeoksikolik asit 392,60 C24H4004 3,71 4,79
9 Ursodeoksikolik asit 392,60 C24H4004 3,71 4,6
10  Dehidrokolik asit 402,50 C24H3505 3,37 4,35
11  7-Ketodeoksikolik asit 406,60 C24H330s 2,61 4,44
12 Kolik asit 408,60 C24H4005 2,02 4,48
13 Hipokolik asit 408,60 C24H400s 2,72 4,6
14 Glikokenodeoksikolik asit 449,60 C26H430s 2,12 3,77
15  Glikodeoksikolik asit 449,60 C26H430s 2,25 3,77
16  Glikohiyodeoksikolik asit 449,60 C26H4305 2,36 3,77
17  Glikoursodeoksikolik asit 449,60 C26H430s 2,02 3,77
18  Glikohiyokolik asit 465,60 C26H4306 1,90 3,77
19  Taurolitokolik asit 483,70 C26H1sNOsS 2,48 -0,63
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Tablo 4.1 (Devam). Safra asitleri standartlari ve ozellikleri

o Molekiil Molekiil pKa

No Safra Asidi LogP
Agirhgi Formiilii (Giiglii asit)

20 Taurochenodeoksikolik asit 499,70 C26H4sNOgS 1,38 -0,98
21  Taurodeoksikolik asit 499,70 Ca26H4sNOgS 1,19 -0,75
22  Tauroursodeoksikolik asit 499,70 C26HisNOgS 1,38 -0,98
23 Taurokolik asit 515,70 Ca6H4sNO;S -0,24 -0,88
24 Taurohiyokolik asit 515,70 Ca6HisNO7S -0,10 -0,98

4.2. Kiitle Spektrometresi ve Kromatografik Parametrelerin Optimizasyonu
4.2.1. Kiitle spektrometresinin optimizasyonu

MS/MS sistemindeki kiitle spektrometresi, negatif modunda (ESI-) elektrosprey
iyon kaynagi kullanilmistir. Kiitle analizoriine 6ncelikle her bir safra asidinin molekiil
kiitlesi dikkate alinarak ‘MS2 Scan’ olarak bilinen tarama yontemi ile 100 ila 1000 m/z
kiitleleri araliginda tarama yapilmustir.

Bir sonraki asamada m/z kiitleleri pargalar iizerinden MRM yontemi ile ¢alisilacagi
icin par¢alama voltaji taramasi yapilmasi gerekmektedir. Parcalama voltaji, iyonlagsma
odast ve kiitle analizoriiniin ilk dortliisii arasinda yer alan kapilerin son ¢ikisina uygulanan
ve ana kiitlenin secilip pargalama hiicresine ulastirllmasini saglayan voltajdir. Cihaz
uygulanabilirlik agisindan 0-380 V arasinda tarama yapabilmekte ve fabrika ¢ikisi olarak
cihazin varsayilan degeri 135 V olarak belirlenmistir. Her bir m/z degeri-i¢in pargalama
voltaj1 taramasi SIM yontemi incelenmis ve optimum voltaj se¢ilmistir.

Elde edilen parcalama voltaji ile birlikte MRM yodnteminde kullanabilmek i¢in her
bir safra asidinin ‘Product iyon’ olarak bilinen par¢alanma iyonlari i¢in uygun voltajin
belirlenmesi gerekmektedir. Her bir standart safra asidi i¢in 50 ila 800 m/z araliginda
kiitle taramas1 yapilmistir. Pargalama hiicresinde iyonlar1 pargalara ayirabilmek adina
belli bir enerji gereklidir. Terminolojik olarak ¢arpisma enerjisi (collision energy) adi
verilen bu enerji cihazda 0-250 eV arasinda bir enerji uygulamaya izin vermektedir. Bazi
maddeler bu enerji sonucunda yeni bir kiitle olustururken bazi1 maddeler yeni bir kiitle

olusturamamakta ancak uygulanan voltaj sebebiyle hassasiyet artmaktadir.
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4.2.2. Hareketli faz optimizasyonu

Benzer sekilde optimizasyon c¢alismasinda cesitli hareketli fazlar ve hareketli
fazlarin oranlar1 kullanilmistir. Bunun i¢in amonyum format, asetik asit, formik asit gibi

iyonlastirict ajanlar ve asetonitril, metanol gibi organik ¢oziiciiler kullanilmistir.

4.2.3. Sabit faz teknolojisi

Optimizasyon ¢aligmalarinda ti¢ farkli sabit faz kullanilarak analizler yapilmistir.
Bunun ig¢in sirastyla Phenomenex (Ca, USA), SiliCycle (Quebec, CA) ve Agilent (Ca,
USA) sabit fazlar1 kullanilmistir. Sabit fazlar ile analizler yapilarak elde edilen sonuglar
degerlendirilmis- Analiz sonuclarinin degerlendirilmesinde ayrim giicii, sinyal/giiriiltii
orani, pik alanlar1 gibi parametreler goz 6niine alinmigtir. Sabit fazlar ile yapilan analizler
sonucunda Agilent sabit faz1 kullanilmaya karar verilmistir. Kullanilan sabit fazlar Tablo

4.2’de listelenmistir.

Tablo 4.2. Kullanilan sabit fazlar

Uzunlugu i¢ Capr Tanecik Partikiil Fonksiyonel

Etiket Firma
(mm) (mm)  Boyutu(u) Capi(A) Grup
Gemini 150 3 5 110 C6-Fenil Phenomenex
SiliaChrom N
100 3 3 100 Cc8 SiliaCycle
Plus
Zorbax
) 100 2,1 1,8 95 C18 Agilent
Eclipse Plus

4.2.4. Sabit faz firinin optimizasyonu

Sabit faz firiin 40-50-60 °C sicakliklara ayarlanarak analiz yapilmis ve sicakliga
bagh sinyal/giiriiltii orani, pik ayrimi ve pik alani dikkate alinarak analiz sonuglari

degerlendirilmistir.

4.3. Biyolojik Orneklerin Hazirlamasi

Optimum kosullara gére Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’na bagli Cocuk Gastroenteroloji Bilim Dal1 6gretim

tiyesi Dog. Dr. Zeren BARIS gozetiminde, etik kurul izniyle bilimsel ¢alismalarda
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kullanilmak tizere serum, idrar ve gaita biyolojik drnekleri protein ¢oktiirme yontemiyle
analize hazirlanmis ve optimum kosullarda MRM analizi yapilmigtir. Plazma ve idrar
ornekleri, toplam hacmin %80’1 asetonitril, son konsantrasyonu 1000 ng/mL ve 10 ng/mL
safra asidi standart karigim ¢ozeltisi ve son konsantrasyonu 100 ng/mL olacak sekilde IS
¢ozelti iceren Ornekler hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler ayrica igerisine standart ¢ozelti
karisimi igermeyecek sekilde ornekler de hazirlanmis ve analiz degerlendirmeleri bu
coOzeltilerin karsilagtirilmasiyla yapilmistir. Diger biyolojik 6rnek olan gaita -84 °C’de
bekletilmis ve donduktan sonra tartim alinarak dondurarak kurutma islemi uygulanmistir.
Kurutma sonrasinda tekrar tartim alinarak buharlasan kisim not edilmistir. Analiz i¢in
hazirlik asamasinda tekrar tartim alinarak plazma ve idrar i¢in kullanilan oranlarda
¢Oziicii ve standart ¢ozeltiler eklenmistir. Biitlin biyolojik 6rnek ¢ozeltileri bir dakika
vorteks ile karigtirllmis ve 20 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmigtir. Yirmi
dakika sonrasinda +4 °C sicaklikta ve 4000 x g donilis hizinda 15 dakika santrifiij
yapilmistir. Siipernatant ile ¢okelek ayirilarak 0,22 pm filtreden gegirilerek analiz

edilmistir.

4.4. Yontem Validasyonu

ICH kilavuzunun M10 Biyoanalitik yontem validasyonunda tavsiye ettigi sekilde
validasyon iglemleri optimizasyonu yapilan yonteme uygulanmis ve yontemin analitik
acidan kabul edilebilir veriler sagladigi gosterilmistir (ICH, 2022). Y 6ntemin validasyonu
icin ICH kilavuzunda da belirtildigi sekilde matris etkisi, dogrusallik, dogruluk, kesinlik,

tasinma (carry-over) ve saglamlik analizleri yapilmustir.

4.4.1. Matris etkisi

Matris etkisi terimi, numune matrisi i¢cinde genellikle girisim yapan bilesenlerin
varligiin bir sonucu olarak analitin yanitinin degistirildigi bir durumu ifade eder. Metot
validasyonu siirecinde, birkag bagimsiz kaynak kullanildiginda ortaya ¢ikabilecek matris
etkisini degerlendirmek gerekir (ICH, 2022).

Her bir biyolojik o6rnek hazirlandiktan sonra matris igerisine 1000 ng/mL
konsantrasyon igeren standart safra asidi ve 100 ng/mL konsantrasyonunda IS ile 100
ng/mL konsantrasyon igeren safra asidi ve 100 ng/mL konsantrasyonunda IS eklenerek

standart safra asidi eklenmemis ancak 100 ng/mL IS i¢eren 6rnek hazirlanmis ve farkh
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kaynaklardan alinan ii¢ biyolojik drnek alt1 tekrarli sekilde analiz edilmis ve elde edilen
verilerin nominal konsantrasyonun %15'i araliginda olup olmadigi degerlendirilmistir.
Kan ve idrar dort farkli kaynaktan, gaitalar bunlardan farkli olarak ti¢ farkli kaynaktan

olmak tizere yedi farkli kaynaktan alinmigtir.

4.4.2. Dogrusallik (Kalibrasyon egrisi)

Dogrusallik, nominal analit konsantrasyonu ile analitik platformun analite verdigi
yanit arasindaki baglantiy1 gosterir. Kalibrasyon standartlari, matrise dnceden belirlenmis
miktarda analit eklenerek olusturulur. Alt nicelik siirt (LLOQ) ve ist nicelik siniri
(ULOQ), kalibrasyon araligin1 belirlemek i¢in kullanilan iki standarttir. LLOQ kabul
edilebilir hassasiyet ve dogrulukla niceliksel olarak belirlenebilen en diisiik analit
miktaridir.,, ULOQ bir numunedeki analitin kantitatif olarak kesinlik ve dogrulukla
belirlenebilen en yiiksek miktaridir.

Dogrusallik analizi ig¢in 1-5-10-50-100-250-500-1000 ng/mL konsantrasyonunda
standart safra asitleri karisimi ve her bir konsantrasyon 100 ng/mL IS igeren ¢ozeltiler ii¢
ayr1 giinde her noktada ii¢ tekrarli olacak sekilde MRM modunda analizi yapilmistir.
Analiz sonucunda pik normalizasyonu i¢in her bir safra asidinin pik alanlarinin alikonma
zamanina oranmin, |S pik alanmin alilkonma zamanma oranmna bdoliinmesiyle
konsantrasyona bagli bir oran elde edilmistir. Bu oran ile konsantrasyon arasinda
dogrusallik egrisi kiitle spektrometresine ait yazilim ile olusturulmustur. Ve her bir
dogrusallik egrisine ait dogrusallik denklemi ile regresyon katsayisi yine yazilim ile

hesaplanmastir.

4.4.3. Dogruluk

ICH M10 biyoanalitik validasyon yoOnergesine goére yontemin validasyonu
stirecinde dogruluk ¢aligmalari i¢in kalibrasyon egrisi araliginda en az dort konsantrasyon
diizeyinde hazirlanmalidir. 10-50-250-500-1000 ng/mL standart safra asidi karisim
cozeltisi ve her bir konsantrasyonda 100 ng/mL IS ile hazirlanan ¢ozeltiler alt1 tekrarl
olarak analiz edilmis ve geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Bunun i¢in asagidaki

formiile gore geri kazanim hesaplanmustir.

Gozlenen deger
) 00 1)

% Geri Kazanim = ( Teorik deger
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4.4.4. Kesinlik

ICH MI10 biyoanalitik validasyon yoOnergesine gore yontemin validasyonu
stirecinde dogruluk ¢aligmalari i¢in kalibrasyon egrisi araliginda en az dort konsantrasyon
diizeyinde hazirlanmalidir. 10-50-250-500 ng/mL standart safra asidi karisim ¢ozeltisi ve
her bir konsantrasyonda 100 ng/mL IS ile hazirlanan ¢6zeltiler bes tekrarli olarak ti¢ farkli

giinde analiz edilmis ve bagil standart sapma degerleri hesaplanmigtir.

4.4.5. Tasima (Carry-over)

Tasinma, analiz yapilirken 6nceki numuneden kalan analit nedeniyle Olcililen
konsantrasyonun degismesidir. Yontem gelistirme sirasinda taginma degerlendirilmeli ve
en aza indirilmelidir. ULOQ kalibrasyon standardindan sonra bos numuneler analiz
edilerek degerlendirilmeli ve en yiiksek kalibrasyon standardini takip eden bos
numunelerdeki tasinma, LLOQ analit yanitinin %20'sinden ve IS yanitinin %5'inden fazla
olmamalidir.

Tasinma analizi i¢in 1000 ng/mL konsantrasyon olan standart safra asidi karigimi
ve 100 ng/mL IS igeren c¢oOzelti analiz edilmis daha sonra sadece 100 ng/mL
konsantrasyon IS igeren bos numune analiz edilerek ICH M10 kilavuzunda belirtilen

degerler i¢in analiz sonucu degerlendirilmistir.

4.4.6. Saglamhk

Bir analitik yontemin saglamligi yontem parametrelerindeki goézlenen kiigiik
degismelerin analitik yanita etkisinin kabul edilebilir diizeylerde oldugunun
gosterilmesidir. Bu amagla s1vi kromatografisi agisindan akis hiz1 0,33 ve 0,37 mL/dk,
kolon sicakligi 59 °C ve 61 °C, hareketli faz FA oran1 % 0,45 ve % 0,55 olacak sekilde
parametreler degistirilmis, kiitle spektroskopisi agisindan gaz sicakligi 295 °C ve 305 °C
gaz akis1 4,9 L/dk ve 5,1 L/dk olacak sekilde analiz edilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Kiitle Spektrometresi ve Kromatografik Parametrelerin optimizasyonu
5.1.1. Kiitle spektrometresinin optimizasyonu

MS/MS sistemindeki kiitle spektrometresi, negatif modda (ESI-) elektrosprey
Iyonizasyonu kullanarak, m/z 100 ila m/z 1000 arasinda baslayan kiitle araliginda
calistirildi. MS kosullar1 asagidaki gibi optimize edilmistir. Kurutma gazi (azot) akis hizi:
15 L/dk; nebiilize edici gaz (azot) akis hizi: 3,0 L/dk; carpisma gazi: Argon; CDL
sicaklig: 250 °C ve 1s1 blogu sicakligt: 450 °C. Tiim analizlerde Coklu Reaksiyon Izleme
(MRM) modu kullanilmistir. Herbir safra asidi i¢in fragmentdr voltaji (FV), collision cell
voltaj1 (CV) ve parcalanma iyonlar1 (Quantifier ve Qualifier) tespit edilerek MRM modu
bu parametrelere gore kullanilmistir. Safra asitleri kiitle spektrometresi i¢in optimizasyon

kosullar1 Tablo 5.1°de gosterilmistir.

Tablo 5.1. Safra asitleri kiitle spektrometresi igin optimizasyon kosullar

No Safra Asidi Oncii Tyon FV cVv Qnt QIf
1  Dehidrolitoklik asit 373,60 225 2 373,6 373,60
2 Litokolik asit 375,60 224 4 375,6 375,60
3 d4-Litokolik asit (ig Standart) 379,60 180 7 379,0 379,60
4 7-Ketolitokolik asit 389,60 175 15 389,6 389,60
5  Apokolik asit 389,60 160 4 389,6 389,60
6  Chenodeoksikolik asit 391,60 236 7 391,6 391,60
7  Deoksikolik asit 391,60 168 0 391,6 391,60
8  Hiyodeoksikolik asit 391,60 179 0 391,6 391,60
9  Ursodeoksikolik asit 391,60 182 15 391,6 391,60
10 Dehidrokolik asit 401,50 173 7 401,5 401,50
11  7-Ketodeoksikolik asit 405,60 168 13 405,6 405,60
12 Kaolik asit 407,60 210 13 407,6 407,60
13 Hipokolik asit 407,60 207 13 407,6 407,60
14  Glikokenodeoksikolik asit 448,60 166 38 74,0 448,60
15 Glikodeoksikolik asit 448,60 132 38 74,0 448,60
16 Glikohiyodeoksikolik asit 448,60 156 41 74,0 448,60
17  Glikoursodeoksikolik asit 448,60 143 39 74 448,60
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Tablo 5.1(Devam). Safira asitleri kiitle spektrometresi igin optimizasyon kosullar

No Safra Asidi Oncii fyon FV cVv Qnt QIf

18 Glikohiyokolik asit 464,60 119 37 74 464,60
19 Taurolitokolik asit 482,70 306 73 80 106,7
20 Taurochenodeoksikolik asit 498,70 330 70 80 106,7
21 Taurodeoksikolik asit 498,70 330 70 80 106,7
22 Tauroursodeoksikolik asit 498,70 330 70 80 106,7
23 Taurokolik asit 514,70 330 81 80 106,7
24 Taurohiyokolik asit 514,70 330 81 81 106,7

5.1.2. Hareketli faz optimizasyonu

Hareketli faz icin tablo 5.1°de gosterilen safra asitlerinin her birinin son

konsantrasyonu 500 ng/mL olarak hazirlanan karisim ¢ozelti farkli mobil faz kosullarinda

analizleri yapilmistir. Sonuglar kromatografik olarak ayrim giicii, pik alan1 ve

sinyal/giiriiltii parametrelerine gore degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore %0,5

formik asit iceren su (A) ve %0,5 formik asit iceren metanol: asetonitril ((MeOH: ACN

(%20)) karisimi (B) optimum mobil faz olarak karar verilmistir. Hareketli faz kosullari

Tablo 5.2°de gosterilmistir.

Tablo 5.2. Hareketli faz kosullar:

Kosul A Hatti B Hatt1 Karisim Oranlar1  pH Degeri

1 Su (10 mM AF) ACN 60:40 — 10:90 4,63
2 Su (10 mM AF) MeOH 30:70 —10:90 4,63
3 Su (10 mM AF) MeOH 40:60 — 10:90 4,63
4 Su (10 mM AF) MeOH (%10 ACN) 40:60 — 10:90 4,63
5 Su (20 mM AF) MeOH (%10 ACN) 40:60 — 10:90 3,2
6 Su (%0,5 AA) MeOH (%20 ACN) (%0,5 AA) 50:50 —0:100 -

7 Su (%0,5 FA) MeOH (%20 ACN) (%0,5 FA) 50:50 -0:100 2,53

Analizi yapilan glisin konjuge safra asitlerinin kromatogramlar1 Sekil.5.1-

Sekil.5.4’te, optimum kosullarda glisin konjuge safra asidi kromatogrami Sekil.5.5’te ve

23 safra asidinin karisimina ait kromatogrami Sekil 5.6 ve Sekil 5.7°de gosterilmistir.

35



x108

- EIC(448,0000) Scan CF=0,000 DF=0,000 50ppb-neg00i4.d

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Counts vs. Acgquisition Time (min]

Sekil 5.1. Kosul-1 sartlarinda glisin konjuge safra asitlerinin kromatografik ayrumi
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Sekil 5.2. Kosul-2 sartlarinda glisin konjuge safra asitlerinin kromatografik ayrimi
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Sekil 5.3. Kosul-3 sartlarinda glisin konjuge safra asitlerinin kromatografik ayrimi
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Sekil 5.4. Kosul-4 sartlarinda glisin konjuge safra asitlerinin kromatografik ayrumi
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Sekil 5.5. Optimum kogullarda glisin konjuge safra asitlerinin kromatografik ayrimi

5.1.3. Sabit faz teknolojisi

Optimizasyon ¢alismalarinda ti¢ farkli sabit faz kullanilarak analizler yapilmistir.
Analiz sonucunda sabit fazlarin ayrim giicii, sinyal/giiriiltii oran1 ve pik morfolojisi
tizerindeki etkisi konusunda C6-fenil kolon analitik parametrelere gore en az etkili sonug
vermistir. Piklerin ayriminin, alanlarinin ve morfolojileri kabul edilebilir degerlerin
altinda kalmistir. Bu sabit faz ile yapilan kromatogram gorintisii Sekil 5.7’de

gosterilmistir.
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Sekil 5.6. Optimum kogullarda safra asitlerinin kromatografik ayrimi
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Sekil 5.7. Gemini C6-fenil sabit faz ile kromatografik ayrim

SiliaChrom C8 ile analiz sonucunda C6-fenil sabit fazina gore daha etkin bir ayrim
elde edilmistir. Pik morfolojisi ve ayrim giicii daha etkin olmasina karsin literatiire
kazandirmak adina biyolojik 6rneklerden tespit edilebilecek en alt diizey i¢in yeteri kadar
bir pik alan1 ve sinyal/giiriiltii oran1 elde edilememistir. Bu sabit faz ile yapilmis analizin

kromatogram goriintiisti Sekil.5.8’de gosterilmistir.
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Sekil 5.8. SiliaChrom sabit faz ile kromatografik ayrim

Zorbax Eclipse Plus C18 ile analiz sonucunda hem C6-fenil hem de C8 sabit fazina
gore daha etkin bir ayrim, morfolojik agidan kabul edilebilir sinirlar iginde ve pik alani
ve sinyal/giiriiltii oranina gore alaninin hesap edilebilmesi ve kromatograminin elde
edilebilmesi en zor safra asidi i¢in bile yaklasik 36 ng/mL bir seviyeye kantitatif olarak
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inilebilecegini gostermistir. Bu sabit faz ile yapilmis analizin kromatogram goriintiisii

Sekil.5.9°de gosterilmistir.
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Sekil 5.9. Zorbax Eclipse Plus sabit faz ile kromatografik ayrim

5.1.4. Sabit faz firmin optimizasyonu

Sabit faz firmin 40-50-60 °C sicakliklara ayarlanarak analiz yapilmis ve sicakliga
bagh sinyal/giirliltii orani, pik ayrimi1 ve pik alani dikkate alinarak analiz sonuglart en

yuksek degerleri 60 °C’de elde edilmistir.

5.2. Yontem Validasyonu
5.2.1. Matris etkisi

Her bir biyolojik 6rnege protein ¢oktiirme prosediirii uygulandiktan sonra matris
icerisine 1000 ng/mL konsantrasyonunda standart safra asidi karisim ¢ozeltisi ve 100
ng/mL konsantrasyonunda IS eklenmis ¢ozelti, 100 ng/mL konsantrasyonunda safra asidi
karisim ¢ozeltisi ve 100 ng/mL konsantrasyonunda IS eklenmis c¢ozeltiler ile standart
safra asidi karisim ¢ozeltisi eklenmemis ancak 100 ng/mL IS iceren biyolojik 6rnek analiz
cozeltileri hazirlanmis ve edilmistir. Farkli dort ornekten alti tekrarli yapilan analiz
sonucunca Verilerin nominal konsantrasyonun %15 araliginda olup olmadig

degerlendirilmistir. Elde edilen verilerin ortalama degerleri Tablo 5.3’te gosterilmistir.
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Tablo 5.3. Kan ve idrar biyolojik érneklerinin matris etkisi i¢in nominal pik alaninin yiizde degerleri

No Safra Asidi Kan idrar
1 Dehidrolitokolik asit 87,813 +£5,573 103,497 + 4,194
2 Litokolik asit 91,073 + 3,361 106,608 + 4,785
3 7-Ketolitokolik asit 90,174 + 1,460 94,399 + 3,515
4 Apokolik asit 95,990 + 9,952 93,357 £ 15,210
5 Kenodeoksikolik asit 113,187 + 7,329 104,038 + 4,726
6 Deoksikolik asit 102,959 + 6,208 105,242 + 3,545
7 Hiyodeoksikolik asit 99,977 £ 11,446 93,941 £ 5,317
8 Ursodeoksikolik asit 88,216 + 2,464 96,234 + 4,322
9 Dehidrokolik asit 102,534 + 2,774 95,156 + 3,006
10 7-Ketodeoksikolik asit 96,975 + 5,346 108,427 + 2,245
11 Kolik asit 93,307 + 3,818 107,772 + 3,976
12 Hiyokolik asit 104,413 £ 7,587 103,566 + 8,476
13 Glikokenodeoksikolik asit 102,162 + 12,217 103,018 + 7,819
14 Glikodeoksikolik asit 93,007 + 23,311 102,688 + 6,614
15 Glikohiyodeoksikolik asit * 116,134 £5,623 * 105,961 + 5,013
16 Glikoursodeoksikolik asit 103,739 + 5,644 98,827 + 4,192
17 Glikohiyokolik asit 114,542 + 1,898 112,943 +£1,861
18 Taurolitokolik asit 97,328 + 6,350 101,626 + 7,257
19 Taurokenodeoksikolik asit 89,205 + 17,850 113,966 + 12,643
20 Taurodeoksikolik asit 88,135+ 19,243 97,948 + 7,837
21 Tauroursodeoksikolik asit 88,277 + 3,444 109,410 + 7,790
22 Taurokolik asit * 115,427 + 3,891 * 99,708 + 8,809
23 Taurohiyokolik asit * 15,953 + 8,456 * 102,218 + 2,350

Tablodaki degerlere gore kan ve idrar Orneklerinin matris etkisinin ICH M10
biyoanalitik validasyon kilavuzuna gore kabul edilebilir smrlar iginde oldugu
goriilmektedir. Buna karsin Glikohiyodeoksikolik asit, Taurokolik asit ve Taurohiyokolik
asit kan orneklerinde belirtilen limitin disinda bir deger elde edilmistir. Gaita ile yapilan
analiz sonuglart ICH kilavuzundaki limitlerin disinda olup saglikli degerler elde

edilememistir.
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5.2.2. Dogrusallik (Kalibrasyon egrisi)
Dogrusallik analizi i¢in 1-5-10-50-100-250-500-1000 ng/mL konsantrasyonunda

standart safra asitleri karisim1 ve her bir konsantrasyon 100 ng/mL IS igeren ¢ozeltiler {ig
ayr1 giinde her noktada ii¢ tekrarli olacak sekilde MRM modunda analizi yapilmistir.
Analiz sonucunda pik normalizasyonu i¢in her bir safra asidinin pik alanlarinin alikonma
zamanina oranmin, IS pik alanmmin alikonma zamanma oranina bdoliinmesiyle
konsantrasyona bagli bir oran elde edilmistir. Bu oran ile konsantrasyon arasinda
dogrusallik egrisi ve her bir dogrusallik egrisine ait dogrusallik denklemi ile regresyon
katsayis1 kiitle spektrometresine ait yazilim ile olusturulmustur. Standart safra asitlerine
ait saptama alt st 1,71-25,92 ng/mL ve tayin alt sinir1 5,7-86,4 ng/mL olarak
hesaplanmustir. Safra asitlerine ait dogrusallik egrileri Sekil 5.10°da gosterilmistir.

Taurohyocholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 25 QCs
2 x10 1|y =1,857955 * x +0,120270

2 R"2 =0,99808314

1,9 Type:Linear, Origin:lgnore, Weight:None

1,8
1,7
1,6
1,5
1,4
1,3
1,2+
1,1
14
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4-]
0,3
0,2
0,1
o
0,14

Relative Respon:

05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 5.5 6 65 7 75 8 85 S 95 10 105
Relative Concentration

Tauroursodeoxycholic - 9 Levels, @ Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 24 GCs
% x1014 ¥ =5.093014 "x +0.328853
2 g4l R"2=058738410

5'2_ Type:Linear, Origin:|gnore, \weight:None

Relative Respon:
o

gs 0 o5 1 15 2 25 % 25 4 45 5 55 & €5 7 75 & 85 & 85 10 105
Relative Concentration

Sekil 5.10. Safra asitlerine ait dogrusallik egrileri, dogru denklemi ve regresyon katsayisi.
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Glycohyocholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 24 QCs
x10 1|y =1,305183 *x +0,065597
14 R"2=0,99773480
" | Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None °

Relative Responses
w
!

05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 S5 95 10 105
Relative Concentration

Glycoursodeoxycholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 28 QCs
x10 2 y =9,089807 * x + 0,447088
R"2 =0,99697421
0,95 Type:Linear, Origin:ignore, Weight:None °

0,94
0,85
0,8+
0,75+
0,74
0,65
0,6+
0,55+
0,54
0,45
0,4+
0,35+
0,34
0,25
0,2+
0,15+
0,14
0,05
04
-0,05

Relative Responses

05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 & 95 10 105
Relative Concentration

Taurocholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 24 QCs
x10 1]y =1,275685 * x +0,059178
| R"2=0,99761703
_| Type:Linear, Origin:ignore, Weight:None

Relative Responses
N
b

o5 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 9 95 10 105
Relative Concentration

Sekil 5.10 (Devam). Safra asitlerine ait dogrusallik egrileri, dogru denklemi ve regresyon katsayusi.
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Glycohyodeoxycholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 28 QCs

x10 1]y =8,131326 * x +0,584178

R"2 =0,99757265

8,5+ Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None Y
8

7,54

Relative Responses

7]
6,5
6
5,54
5
4,5
4
3,59
3
2,5
2]
1,54
1]
0,5

04
-0,5

05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 © 95 10 105
Relative Concentration

T-Ketodeoxycholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 21 QCs
o v =0501804 *x +0,138028
544 R*2=098862283
5.2 Type:Linear, Origin:ignere. \Weight:None
5
4,84
464
444
4.2
2
3.8
36
344
3.2
3
2,84
2.6
244
224
2
1.84
1.6
1.44
1.2
14
0.2
0.6
0.4

Relative Responses

75 & 85 & 95 10 105
Relative Concentration

=)
n
=
=,
n
n
[t
N
n
[
W,
n
s
S
n
o
o
i

55 65

Taurochenodeoxycholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 25 QCs

x10 1|y =3,561696 * x + 0,129959

7| R"2 =0,99846339

364 Type:Linear, Origin:Ilgnore, Weight:None

3,4+

3,2
34

Relative Responses

2,8

05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 & 95 10 105
Relative Concentration

Sekil 5.10 (Devam). Safra asitlerine ait dogrusallik egrileri, dogru denklemi ve regresyon katsayisi.
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Taurodeoxycholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 25 QCs

x101

3,64
3,4
3,2
3]
2,8
2,61
2,4
2,2
2]
1,84
1,64
1,44
1,24
1]
0,8
0,61
0,4
0,2
o]
0.2

Relative Responses

y =3,571488 * x +0,132521
R"2 =0,99842589
Type:Linear, Origin:Ilgnore, Weight:None

Ursodeoxycholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 26 Points Used, 26 QCs

x10 1
34
2,8

2,64

Relative Responses

2,4
2,2

24

y =2,927242 * x +0,380261
R"2 =0,99916080
Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None

95 10 105
Relative Concentration

Hyocholic
x101 ]
1,64
1,54

1,44

Relative Responses

1,34
1,24

-9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 24 QCs

y =1,536192 * x +0,084227
R"2 =0,99793751
Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None

4,5

8,5

95 10 105
Relative Concentration

45

8,5

95 10 105
Relative Concentration

Sekil 5.10 (Devam). Safia asitlerine ait dogrusallik egrileri, dogru denklemi ve regresyon katsayisi.
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Hyodeoxycholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 26 QCs
x10 14 y = 1,819507 * x + 0,392811
2 R"2 =0,99779021
Type:Linear, Origin:Ilgnore, Weight:None PY
1,9

1,84
1,74
1,64
1,54
1,44
1,34
1,24
1,14

14
0,9+
0,8
0,74
0,6
0,5+
0,4+
0,3
0,2
0,14

Relative Responses

05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 © 95 10 105
Relative Concentration

I
=
@

tolithocholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 9 QCs
2.7 ¥=0,236056 * x +0,136224
'" | R"2=0,99645296
Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None °

Relative Responses

05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 9 95 10 105
Relative Concentration

Glycochenodeoxycholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 24 QCs
x10 24 y = 10,119755 * x + 0,699446
1 R"2=0,99815188
105 Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None
14

0,95+
0,94
0,85
0,84
0,75+
0,74
0,65
0,64
0,55
0,54
0,45
0,44
0,35
0,34
0,25+
0,24
0,15+
0,14
0,05+
04
-0,05
-0,14

Relative Responses

05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 © 95 10 105
Relative Concentration

Sekil 5.10 (Devam). Safra asitlerine ait dogrusallik egrileri, dogru denklemi ve regresyon katsayisi.
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Cholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 23 QCs
x10 14y = 1,546259 * x +0,165728

R"2 =0,99526397
1,7+ Type:Linear, Origin:lgnore, Weight:None °
1,6+
1,5+
1,4+
1,34
1,24
1,14
14
0,9+
0,84
0,74
0,6+
0,54
041
0,3+
0,2
0,14
04
20,1

Relative Responses

05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 © 95 10 105
Relative Concentration

Glycodeoxycholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 26 Points Used, 24 QCs
x10 14 y = 5,020429 * x + 0,667009
5,2 R"2=0,99530431

@
o
2
§ 5| Type:Linear, Origin:ignore, Weight:None ®
2 4384 [ ]
g 4o
5 444
& 424
4
3,84
3,64

05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 9 95 10 105
Relative Concentration

Taurolithocholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 26 Points Used, 24 QCs
x10 1] y=2415252*x +0,116669

R2 = 0,09826353

2,54 Type:Linear, Origin:ignore, Weight:None

Relative Responses
g
bl

05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 © 95 10 105
Relative Concentration

Sekil 5.10 (Devam). Safra asitlerine ait dogrusallik egrileri, dogru denklemi ve regresyon katsayisi.
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Apocholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 23 QCs

Relative Responses

y =0,497384 * x -0,007116
R*2 =0,99724856

7 Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None

Chenodeoxycholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 30 QCs

5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105

Relative Concentration

$® x10 14y =4,647685* x +0,176472
2 524 R"2=0,99553776
§ Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None °
3
14
°
2
5
o}
14
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-0,5 0 05 1 1,5 2 25 3 3.5 4 4,5 5 55 6 6,5 7 75 8 8,5 9 9,5 10 10,5
Relative Concentration
Deoxycholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 26 Points Used, 30 QCs
2 x10 1]y =4,073029 *x +0,751939
2 - R*2=0,99506807
U?., 4,6+ Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None o
& 444
g 42
5
o}
14
[
[ ]
]
05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 9 95 10 105

Relative Concentration

Sekil 5.10 (Devam). Safra asitlerine ait dogrusallik egrileri, dogru denklemi ve regresyon katsayisi.
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Dehydrolithocholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 26 Points Used, 30 QCs
4,
4,

Relative Responses

2,
2,
2,
2,

1,
1,
1,
1,

0,
0,
0,4+

3,
3,
3,
3,

4-y=0,327186*x +0,131522
2 R"2 =0,99424574
Type:Linear, Origin:Ilgnore, Weight:None

3]
6
4]
2]
3
8
6
4
2]
2
8
6
4
2]
1
8
6

Lithocholic - 9 Levels, 9 Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 30 QCs

Relative Responses

2
2
2
2

1
1
1
1

0,84
0,64
0,4-

4,

3,
3,
3,
3,

,84
6
4
2

,84
.64
A4+
24

y=0,373290 * x +0,071199
2 R"2=0,99723076
44 Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

8]
6
4
2]
3

24

14

95 10 105
Relative Concentration

Dehydrocholic - 5 Levels, 4 Levels Used, 9 Points, 6 Points Used, 5 QCs

& x10 -1
2

84
7,54

74

Relative Respon:

6,51
6l
551
5]
4,59
4]
3,51

34

y=0,061725*x +0,091159
R*2 =0,99091645
Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:1/x*2

95 10 105
Relative Concentration

95 10 105
Relative Concentration

Sekil 5.10 (Devam). Safra asitlerine ait dogrusallik egrileri, dogru denklemi ve regresyon katsayisi.
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5.2.3. Dogruluk

ICH MI10 biyoanalitik validasyon yonergesine gore yontemin validasyonu

stirecinde dogruluk ¢aligmalari i¢in kalibrasyon egrisi araliginda en az dort konsantrasyon

diizeyinde hazirlanmalidir. 10-50-250-500-1000 ng/mL standart safra asidi karisim

¢oOzeltisi ve her bir konsantrasyonda 100 ng/mL IS ile hazirlanan ¢ozeltiler alt1 tekrarh

olarak analiz

Tablo 5.4. Farkli konsantrasyonlarda dogruluk i¢in bagil standart sapma degerleri

No  Safra Asidi 50 ng/mL 250 ng/mL 500 ng/mL 1000 ng/mL
1 Dehidrolitokolik asit = 0,82+ 0,86 1,12+1,29 1,89+ 3,06 0,34+ 0,35
2 Litokolik asit 1,83+2,44 1,83+2,72 1,73+2,42 1,62+1,54
3 T7-Ketolitokolik asit 0,31+0,34 1,15+ 1,20 1,86 +2,70 0,99+1,01
4 Apokolik asit 0,87 + 0,96 0,77 +0,82 1,69+248 1,22+1,16
5  Kenodeoksikolik asit 1,89 + 3,38 1,52+1,63 1,86 +3,01 0,89+0,94
6  Deoksikolik asit 1,72+2,98 0,88 +0,99 1,94+ 3,44 1,79+2,97
7 Hiyodeoksikolik asit 1,89+£2,12 0,33+0,34 2,03+2,05 1,84+2,87
8  Ursodeoksikolik asit 0,67 +0,69 1,89+1,88 1,24 +1,24 1,82+1,72
9  Dehidrokolik asit 1,78 £2,98 0,88 +£0,99 1,82 +2,99 1,91+297
10  7-Ketodeoksikolik asit 1,93+ 3,06 0,62 + 0,67 1,75+ 2,87 1,88+ 2,69
11  Kaolik asit 1,49+ 1,66 1,98+ 3,11 1,88 +2,59 1,64+2,70
12 Hiyokolik asit 1,80 + 2,09 1,79+ 2,70 1,59+ 2,36 0,76 £ 0,80
13 Glikokenodeoksikolik asit 1,86+ 3,21 1,77+291 1,76 £ 3,42 1,78 £2,07
14 Glikodeoksikolik asit 1,02+1,14 1,37+1,60 1,82+3,01 159+1,76
15  Glikohiyodeoksikolik asit 0,34 + 0,34 1,88 +2,39 1,67+1,76 1,17+1,15
16  Glikoursodeoksikolik asit 0,03 £ 0,04 0,73+0,86 1,90+ 2,04 1,89+1,99
17  Glikohiyokolik asit 1,94 +2,08 1,93 +2,47 0,90 +0,94 1,85+ 2,97
18  Taurolitokolik asit 1,62 +1,63 1,03+1,04 1,67 +2,87 1,77 +2,11
19  Taurokenodeoksikolik asit 0,93+1,05 1,96 + 3,01 0,71+0,70 1,82+2,88
20  Taurodeoksikolik asit 0,17+0,20 0,84 +0,83 1,81+3,09 1,91+3,30
21  Tauroursodeoksikolik asit 0,92+ 0,98 2,88+3,31 1,95+ 3,22 0,91+0,87
22 Taurokolik asit 1,22+1,35 0,85+0,95 0,41+0,42 1,74+2,13
23 Taurohiyokolik asit 1,96 £2,49 1,53+1,76 1,78+2,81 1,11+1,01
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5.2.4. Tasmma (Carry-over)

Tasinma analizi i¢in 1000 ng/mL konsantrasyon olan standart safra asidi karisimi1
ve 100 ng/mL IS igeren ¢ozelti analiz edilmis daha sonra sadece 100 ng/mL
konsantrasyon IS igeren bos numune analiz edilerek ICH M10 kilavuzunda belirtilen

degerler i¢in analiz sonucu degerlendirilmistir. Analiz sonucunda tasima gézlenmemistir.

5.2.5. Saglamhk

Bir analitik yontemin saglamligi yontem parametrelerindeki goézlenen kiigiik
degismelerin analitik yanita etkisinin kabul edilebilir diizeylerde oldugunun
gosterilmesidir. Bu amagla sivi kromatografisi agisindan akis hiz1 0,33 ve 0,37 mL/dk,
kolon sicakligi 59 °C ve 61 °C, hareketli faz FA oran1 %0,45 ve % 0,55 olacak sekilde
parametreler degistirilmis, kiitle spektroskopisi agisindan gaz sicakligi 295 °C ve 305 °C
gaz akis1 4,9 L/dk ve 5,1 L/dk olacak sekilde 500 ng/mL standart safra asidi ve 100 ng/mL

IS igeren ¢ozelti analiz edilmistir. Yapilan analiz sonucunda degisim gozlenmemistir.

5.3. Biyolojik Ornekler Analizinin Degerlendirilmesi

Optimum kosullara gore analizi yapilan serum, idrar ve gaita biyolojik 6rnekleri
protein ¢Oktiirme yontemiyle analize hazirlanmis ve optimum kosullarda MRM analizi
yapilmistir. Her bir biyolojik 6rnege ayni konsantrasyonda safra asidi icerek karigim
cozeltisi eklenmis karisim ¢ozeltisi, biyolojik ornegin safra asidi karisim c¢ozeltisi
icermeyen formu ve mobil fazin analiz sonrasinda pik alanlar karsilagtirilmistir. Kan ve
idrar Orneklerine ait sonuglar Tablo 5.5°te, gaita 6rneklerine ait sonuglar Tablo 5.6’da
ve bu biyolojik orneklere ait kromatogramlar Sekil 5.11, Sekil 5.12 ve Sekil 5.13’te

gosterilmistir.
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Tablo 5.5. Kan ve idrar érnek analiz sonuglart pik alanlart (ng/mL, Alanlar Sirasiyla yukaridan agagi kan

ve idrar orneklerine aittir)

1. Ornek 2. Ornek 3. Ornek 4. Ornek
25,56 44,48 NA NA
Dehidrolitokolik asit
NA NA NA NA
9,77 4,57 9,58 1,63
Litokolik asit
5,29 11,43 1,53 91,53
NA NA NA NA
7-Ketolitokolik asit
NA NA NA NA
27,86 29,63 33,66 20,07
Apokolik asit
36,28 30,41 48,60 48,74
4,76 11,68 186,85 42,61
Kenodeoksikolik asit
NA 7,01 5,84 7,04
NA NA 4,02 NA
Deoksikolik asit
NA NA NA NA
66,54 NA NA NA
Hiyodeoksikolik asit
NA NA NA NA
10,39 NA 7,01 NA
Ursodeoksikolik asit
4,46 1,95 NA NA
NA NA NA NA
Dehidrokolik asit
NA NA NA NA
NA NA NA NA
7-Ketodeoksikolik asit
NA NA NA NA
NA NA NA NA
Kolik asit
NA NA NA NA
NA 0,43 NA NA
Hiyokolik asit
NA 3,15 NA NA
6881,86 10794,26 283,54 132,63
Glikokenodeoksikolik asit
35,02 127,55 NA NA
16306,00 30864,06 326,68 308,95
Glikodeoksikolik asit
129,14 270,91 NA NA
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Tablo 5.5. (Devam). Kan ve idrar ornek analiz sonuglari pik alanlart (ng/mL, Alanlar Swrastyla yukaridan

asagi kan ve idrar drneklerine aittir)

1. Ornek 2. Ornek 3. Ornek 4. Ornek
134,70 429,52 17,11 38,00
Glikohiyodeoksikolik asit
399,25 153,29 NA 104,96
32,37 163,25 0,59 NA
Glikoursodeoksikolik asit
97,83 64,16 NA 43,28
108,39 33,62 NA NA
Glikohiyokolik asit
109,99 84,32 NA NA
NA NA NA NA
Taurolitokolik asit
NA NA NA NA
13483,45 9510,48 161,80 70,59
Taurokenodeoksikolik asit
75,55 69,77 NA NA
6482,19 4516,45 161,80 70,94
Taurodeoksikolik asit
40,72 33,95 NA NA
10,68 38,77 NA NA
Tauroursodeoksikolik asit
18,79 NA NA NA
32627,88 6366,79 51,45 56,01
Taurokolik asit
2907,21 751,40 NA NA
622,98 75,96 NA NA
Taurohiyokolik asit
793,39 128,90 NA NA
Tablo 5.6. Gaita ornek analiz sonuglar: pik alanlart (ng/mL)
5. Ornek 6. Ornek 7. Ornek
Dehidrolitokolik asit 2,24 53,72 52,61
Litokolik asit 62,67 379,23 421,73
7-Ketolitokolik asit 2,64 9,17 10,97
Apokolik asit 53,06 91,12 82,22
Kenodeoksikolik asit 77,82 217,34 182,22
Deoksikolik asit 88,68 247,94 208,05
Hiyodeoksikolik asit 3,03 38,17 13,64
Ursodeoksikolik asit 1,13 0,75 2,83
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Tablo 5.6 (Devam). Gaita 6rnek analiz sonuglar: pik alanlart (ng/mL)

5. Ornek 6. Ornek 7. Ornek
Dehidrokolik asit 88,68 247,94 208,05
7-Ketodeoksikolik asit 3,19 0,02 4,25
Kolik asit 19,91 0,08 21,15
Hiyokolik asit 0,04 NA 0,12
Glikokenodeoksikolik asit 0,12 NA NA
Glikodeoksikolik asit NA 0,09 NA
Glikohiyodeoksikolik asit NA 0,03 NA
Glikoursodeoksikolik asit NA 0,41 0,05
Glikohiyokolik asit NA NA NA
Taurolitokolik asit NA NA 0,05
Taurokenodeoksikolik asit 1,40 NA 1,49
Taurodeoksikolik asit 0,72 NA 0,86
Tauroursodeoksikolik asit NA NA NA
Taurokolik asit 1,67 NA 0,06
Taurohiyokolik asit NA NA NA
«102 |- MRM CF=0,000 DF=0,000 (48,7000 -» 80,0000) P-US-1.4
1254’
14
275
2,54
225
24
1,754
154
1,254
14
0,754
05
0,254
[:I- T 1 T 1 1 1 T 1 IAI 1 1 1 1 1 1 T 1 T 1 1 1 1 1 I"_\_I
05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 B 85 9 85 10 105 11 115 12 125 13

Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 5.11. Dérdiincii ornegin kan analizi kromatogram:
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%102 |- MEM CF=0,000 DF=0,000 (331,6000 - 331,6000) -US-2.d
1144

14
0.9
0.2
0.7
0.6
0.5
0.4
0.2
0,24

" Ao /\,\ AN

-0,14

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 & 65 7 75 & B85 9 985 10 105 11 115 12 125 13
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Sekil 5.12. Birinci 6rnegin idrar analizi kromatogram:

x102 |- MRM CF=0,000 DF=0,000 (482,7000 - 80,0000 1-0-r002.d
1145

14
08
08
07
06
05
04-
03

E:Ei EEEE !

-0,14

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 & 65 7 75 & 85 9 95 10 105 11 115 12 125 13
Counts (%] vs. Acquisition Time (min)

Sekil 5.13. Altinct 6rnegin gaita analizi kromatogrami
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6. SONUC VE ONERILER

Safra asitleri metabolizma i¢in hayati 6nem tasiyan biyolojik molekiillerdir.
Saglikli bir bireyde safra asitlerinin metabolizmasinda oynadigi bu 6nemli rol sebebiyle
yasanacak bir patolojik durum neonatal bir bireyden geriatrik bir bireye kadar hayatini
olumsuz etkilemektedir. Ozellikle neonatal bireylerde yasanan patolojik durumun erken
tespiti saglik agisindan daha da 6nem kazanmaktadir.

Yasanan bir kolestatik durumda bunun hizli ve giivenilir bir sekilde tespit edilmesi
ve degerlendirilerek miidahale edilmesi i¢in ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir. Bu ¢alisma
kapsaminda da kiitle spektrometresi kullanilarak 23 farkli konjuge ve konjuge olmayan
safra asitlerinin tayini i¢in SK-KS/KS yontemi gelistirilip optimize edilmistir.
Optimizasyon parametreleri kullanilarak ICH M10 biyoanalitik validasyon kilavuzuna
gore yontemin validasyonu gergeklestirilmistir.

Kan, idrar ve gaita biyolojik 6rneklerinde safra asitlerinin analizi yapilmistir. Kan
ve idrar Ornekleri icin standart safra asitleriyle ICH kilavuzunda belirtilen limitler
cergevesinde validasyon yapilmis ve biyolojik 6rneklerde bu safra asitlerinden hangi safra
asidini igerdigi kantitatif olarak tespit edilebilmistir. Kan ve idrar 6rneklerinin protein
¢Oktiirme yontemi ile analize hazirlanmasi ve analizi sonucunda matris etkisinin ICH
MI10 biyoanalitik validasyon kilavuzunda belirtilen limitler dahilinde oldugu
goriilmektedir. Glikohiyodeoksikolik asit, Taurokolik asit ve Taurohiyokolik asit kan
orneklerinde belirtilen limitin disinda bir deger elde edilmistir. Gaita ile yapilan
orneklerde veriler ICH kilavuzunda belirtilen limitler disinda kalip saglikli bir deger elde
edilememistir.

ICH M10 biyoanalitik validasyon kilavuzuna gore gelistirilen bu yontem literatiire
kazandirilan yeni bir metot olma 6zelliginin yani sira literatiir taramalarinda UPLC
kolonu ile yapilan ¢alismalar olmasinin karsin 23 safra asidi ile analiz siiresi agisindan ve
2,1 x 100 mm, 1,8 um C18 kolonu ile en kisa analiz olma niteligine sahiptir. Eldeki
sonuglara gore kan ve idrar 6rneklerinden toplam siire olarak 13 dakika zaman igerisinde
optimizasyonu ve validasyonu yapilmig safra asitlerinin kantitatif olarak tespit edilmesi

miimkiin hale gelmistir.
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