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OZET

PEPTID YAPILI GASTROINTESTINAL SISTEM HORMONLARINDAN GRELIN
VE MOTILIN’IN INSAN PLAZMASINDA TAYINI ICIN KROMATOGRAFIiK
YONTEM GELISTIRILMESI VE VALIDASYONU

Sakine ATILA KARACA
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022

Danisman: Prof. Dr. Duygu YENICELI UGUR

Grelin ve motilin peptit yapili gastrointestinal sistem hormonlaridir. Yapisal olarak
benzer olan bu molekiillerin memelilerde gastrointestinal hareketliligi uyarmada, gastrik
bosalmay1 hizlandirmada ve gastrik aglig1 indiiklemede rol oynadigi bilinmektedir. Grelin
ayrica biiylime hormonu salgilanmasi, gut hareketliliginin ayarlamasi, mide ve bagirsak
korunmasinda da énemli rol oynamaktadir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda grelin ve motilin’in insan plazmasinda miktar tayini
icin Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi yontemleri gelistirilmis ve valide
edilmistir. Floresans dedeksiyon igin analitler floreskamin ile tiirevlendirilmistir. Iki
yontemde de ayrim Cg kolonda (4,6 x 150 mm, 3,5 um partikiil boyutu), trifloroasetik asit
iceren su ve asetonitrilden olusan hareketli fazlar kullanilarak yapilmis ve gradient
elisyon uygulanmistir. Dedeksiyon 390 nm eksitasyon ve 495 nm emisyon
dalgaboylarinda yapilmigtir. Grelin ve des-asil grelin igin gelistirilen yontem 20-800
ng/mL derisim araliginda dogrusaldir. Tayin sinir1 grelin ve des-asil grelin igin sirasiyla
11,32 ng/mL ve 9,81 ng/mL olarak belirlenmistir. Motilin tayini i¢in gelistirilen yontem
2-200 ng/mL araliginda dogrusal bulunmus, tayin smir1 1,84 ng/mL olarak
hesaplanmistir. Iki yontemin de 6zgiinliik, kesinlik ve dogrulugu gosterilmis, analit
cozeltilerinin farkli c¢alisma kosullarindaki stabilitesi incelenmistir. Motilin igin
gelistirilen yontemin insan plazmasindaki uygulamasi, bes saglikli goniilliiden toplanan

plazmada motilin miktarlarinin 6lgiilmesi ile gdsterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Grelin, Motilin, Peptit, Miktar tayini, Kromatografi.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF CHROMATOGRAPHIC
METHODS FOR QUANTIFICATION OF PEPTID STRUCTERED
GASTROINTESTINAL SYSTEM HORMONES, GHRELIN AND MOTILIN IN
HUMAN PLASMA

Sakine ATILA KARACA
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2022

Supervisor: Prof. Dr. Duygu YENICELI UGUR

Ghrelin and motilin are peptide structured gastrointestinal system hormones and
belong to the same peptide family (ghrelin/motilin peptide family). These structurally
similar molecules are known to play a role in inducing gastrointestinal motility,
accelerating gastric emptying, and inducing gastric lavage. Ghrelin is also known to play
an important role in the protection of the stomach and intestines as well as the regulation
of growth hormone secretion and gut mobility.

In this thesis, two High Performance Liquid Chromatography methods were
developed and validated for the quantification of ghrelin and motilin in human plasma.
Analites were derivatized with fluorescamine for fluorescence detection. Separation was
performed on a Cg column (4,6 x 150 mm, 3,5 um particles) using water and acetonitrile
containing trifluoroacetic acid as a mobile phase. Gradient elution was used in both
methods. The method develeloped for ghrelin and des-acyl ghrelin determination was
linear in the range of 20-800 ng/mL. The quantification limits for ghrelin and des-acyl
ghrelin were found 11,32 and 9,81 ng/mL, respectively. The method develeloped for
motilin was found linear in the range of 2-200 ng/mL. The quantification limit for motilin
was 1,84 ng/mL. Specificity, precision and accuracy of both methods were evaluated and
stability of the analyte solutions in different working conditions were investigated. The
application of the method developed for motilin was demonstrated by measuring the

amounts of motilin in human plasma samples collected from five healthy volunteers.

Keywords: Ghrelin, Motilin, Peptide, Quantification, Chromatography.

v



ONSOZ

Lisansiistii egitimim boyunca bilgi, tecriibe ve kaynaklarin1 benden esirgemeyen,
her alanda bana yol gosterici olan ve bu zorlu siiregte her zaman destegiyle yanimda yer
alan degerli danisman hocam Prof. Dr. Duygu Yeniceli Ugur’a tesekkiirlerimi sunarim.

Analitik Kimya’ya dair Ogrettikleri bilgilerin yanm1 sira ilk gilinden itibaren
yardimlarini higbir zaman esirgemeyen ve bu tez calismasinda kiymetli katkilar1 bulunan
degerli hocalarim Prof. Dr. Dilek Ak, Dog. Dr. Erol Sener ve Dr. Ogr. Uyesi Arin Giil
Dal Pogan’a tesekkiir ederim. Analitik Kimya Anabilim Dali’ndaki kiymetli hocalarim
Prof. Dr. Goksel Arli, Prof. Dr. Nafiz Oncii Can ve degerli ¢alisma arkadaslarim Saniye
Ozcan ve Inci Barut’a destek ve yardimlari igin tesekkiir ederim.

Bu tez ¢alismasmin yapilmasina olanak saglayan Anadolu Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Komisyonu’na, kiitle spektrometresi analizlerinin gerceklestirildigi
Anadolu Universitesi Doping ve Narkotik Maddeler Analiz Laboratuvari (DOPNA)
yonetimine ve analizleri gerceklestiren Ogr. Gor. Serkan Levent’e, laboratuvarlari
biinyesindeki cihazlar1 kullanmama olanak saglayan Bitki Ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar
Merkezi (BIBAM) yonetimine ve Siileyman Yur’a, biyolojik numunelerin toplanmasi
konusundaki yardimlari i¢in Dog. Dr. Tuncer Temel ve Dog. Dr. Halide Edip Temel’e ve
immiinolojik yontemlerin yiiriitiilmesi igin laboratuvarlarin1 bana acan Dog. Dr. Ozlem
Atli Eklioglu’na tesekkiir ederim.

Calisma siirecimde bana degerli bir yol arkadasi olan arkadasim Merve Baysal’a
hem manevi destegi hem de deneyler sirasindaki yardimlari i¢in tesekkiir ederim. Ayni
alanda calismaktan keyif aldigim ve bir¢cok seyi birlikte 6grendigim kiymetli
arkadaslarim Sema Koyutiirk, Z. Ceren Ertekin Ozkan ve Sercan Yildirim’a, uzaklarda
bile hep yanmimda gibi hissettiren ve ¢alismalariyla bana heyecan veren degerli
arkadaglarim Bahar Akyiiz ve Ezgi Oner Bozkurt’a, destekleri ile her zaman yanimda
olan ve bu siirecte motivasyonumu yiiksek tutmamda yardimci olan degerli arkadaslarim
Elif Kaya Tilki, M. Gii¢lii Ozarda, Yasin Dar1 ve Aslthan Kubilay’a, her ihtiyacim
oldugunda bana kiymetli zamanlarini ayiran ve yardimci olan Uzm. Dr. Ersem Giritli ve
Sirma Giritli’ye tesekkiirlerimi sunarim. Calismalarim sirasinda igtenlikle ve sabirla bana
yardimci olan, hep daha iyisi igin tesvik eden ve en biiyiik destekgim olan esim Omer
Faruk Karaca’ya tesekkiir ederim. Her zaman beni cesaretlendiren ve destekleyen sevgili
annem Neziha Atila, babam Cuma Ali Atila, teyzem Hatice Yagan ve kardesim Omer

Selim Atila basta olmak tizere biitiin aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

\Y



31/05/2022

ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu c¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullamilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tlim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Sakine ATILA KARACA

Vi



ICINDEKILER

sayfa
BASLIK SAYFASI ..ottt et n sttt n s s s i
JURT ve ENSTITU ONAYTL.......ooooiiiiiiiiiieieeeeeeeee ettt i
L0 /20 1 il
ABSTRACT ..ottt ettt ettt n ettt ettt en s iv
(001510 Y/ v
ETIK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI .........c.cccocoo.o.0. vi
ICINDEKILER ........oooooiiiiiieceecee ettt vii
TABLOLAR DIZINT........ccooviiiiiiiieeee e, Xii
SEKILLER DIZINT .......cocooiiiiiiiccee e, Xiv
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT...........cccooooviiiiiicieceeeecee e, Xvii
1. GIRIS VE AMAC ..ottt ettt ettt 1
2. KAYNAK BILGIST ..o 3
2.0, AMINOASITIEN ... e 3
2.2. PePLit V& ProteINIEr ......ccoiiii e 4
2.3. Grelin/Motilin Peptit AIIESH .......coouvieiiee e 5
2.3. L GIEIIN oo 5
2.3.1. 0. Y aAPI oot 5

2.3.1.2. Kimyasal 0zelliKIer .................cccceeivieeiiiiie e 6

2.3.1.3. Biyolojik fonksiyonlar ...........cccccoviveiiiii i 6

2.3.2. MOTHIN ..o 7
2.3.2. 1. YAPI .ttt 7

2.3.2.2. Kimyasal 0zelliKler ..................cccooooiiiiiii 7

2.3.2.3. Biyolojik fonksiyonlar ...........cccccoviveiiiii i 7

2.4. Peptitlerin Analiz Yontemleri................cccccooviiiiiiiiii e, 8
2.4.1. Immiinolojik yontemler..................c.ccocoveveeiieeiieeeneeesereeee e 8

Vil



2.4.2. Kromatografik yontemler .................ccccoooeiiiiiiiiiiie 9

2.4.3. Kiitle SPeKtrometresi .............cccoocvviiiiiiiiiiii 9

2.5. Grelin ve Motilin Analizi icin Gelistirilmis Kromatografik Yontemler......... 9
2.6. Floresans Turevlendirme...............cccccooiiiiiiioiiiiiiie e 13
2.6.1. Floresans tiirevlendirme ile ilgili genel bilgiler ................................. 13
2.6.2. Peptitlerin floresans ozellikleri ve tiirevlendirilmesi........................ 13

2.7. Kemometri ve Deneysel Tasarim..............c.ccocooveviiiiniiie e 16
2.7.1. Deneysel tasarimin basamaklar: ..................ccccoooiiiiii 16
2.7.1.1. Sorunun tanimlanmasl ..............cccereeiiiiiieen i 17

2.7.1.2. Yanit degiskeninin secilmesi.................ccccccoviiiiniiiininnn. 17

2.7.1.3. Faktorlerin ve faktor seviyelerinin secilmesi........................ 17

2.7.1.4. Deneysel tasarimin se¢ilmesi................cccccoveiiiiiiiiiicninen, 17

2.7.1.5. Deneylerin yapilmasi ...............ccoovviiiiiiienniiniiiiiiiiiee e 18

2.7.1.6. Verinin istatistiksel analizi ..............ccccooviiiiiiiii 18

2.7.1.7. Sonuclarin degerlendirilmesi ve oneriler.............................. 18

2.7.2. Deneysel tasarimlar ................ccocoveeiiiieiiic e 18
2.7.2.1. Tarama tasarimlary .................ccooooiiiiiiiiie e 19

2.7.2.1.1. Tam faktoriyel tasarimlar .................cccccccceeiiiiiiiiinnnnnnn. 19

2.7.2.1.2. Parcah faktoriyel tasarimlar ..........................ccoo. 21

2.7.2.2. Yanit yiizey tasarimlart...............ccccccooiiiiniiiiie e 21

2.7.2.2.1. Merkezi bilesen tasarimi....................................... 22

2.7.2.2.2. Box-Behnken tasarimi .................ccocceeniiiiiiniiineennnnn. 23

2.7.3. Matematiksel modelleme..........ccccooiiiiiiii 24
2.7.4. lIsteklilik fonKSiyonlar................c.cccoovoviveieiiiiieeeneeeeeeee e 28

3. GERECLER..........oooiiii et 30
3.1, Kimyasal Maddeler...........cooiiiiiioiiiiic e 30
3.2. Cihazlar ve Diger Gerecler ...............cccooiiiiiiiiiiiiiie e 30



3.3. Kullanmilan Bilgisayar Programlari.................ccccoooiiiiiiiiiiiiccce e, 31

B, YONTEM ..ottt 32
4.1 GrEIN TAYINT ittt 32
4.1.1. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi...................ccccooeiiiis 32
4.1.2. Cahisma cozeltilerinin hazirlanmasi...................ccocciii e, 33
4.1.3. Tirev KOSUIIAr: ...........coooiiiiiiiiiiiie e 33
4.1.4. Kromatografik kosullar.................c.ccoooiiii 33
4.1.5. Analitik yontem validasyonu..................ccooooiiiiii 34
4.1.5.1. Kesinlik ve dogruluk................cccocoiiiiiii 34

4.1.52. DoBrusalliK.............cccooiiiiiiiiiiiiiiie 34

4.1.5.3. Saptama sSIniri ve tayin SINITL...........cccooviveniiienniieeniieenieens 35

4154, OzgUnLK.............ccceviiiieieieieeeeeeeeeeeee e 35

4.1.5.5. STADIITE .ooveiiiiee 35

4.1.5.6. Geri Kazanim ................ccooiiiiiiiiiiiii 35

4.1.6. Analitlerin insan plazmasinda tayini...............cccccccoiiiiiiiiis 36

4.2, MOUHTIN TAYINT cutiiiiiiie i e e e e sraeeanes 36
4.2.1. Standart cozeltilerin hazirlanmasi.....................ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 36
4.2.2. Cahsma cozeltilerinin hazirlanmasi...................ccccoooviiiiiiiiiiiiiiinnn, 36
4.2.3. Numunelerin hazirlanmasi...................cccooiiiiii 37
4.2.4. Tiirev KoSullart ................ccccoiiiiiiiiiii e 37
4.2.5. Kromatografik kosullar.................cccoooiiiiiii 37
4.2.6. Analitik yontem validasyonu................cccoooiiiiiiii 37
4.2.6.1. Kesinlik ve dogruluk................ccccooiiiiiiiii 38

4.2.6.2. DoZrusalliK............cccooeiiiiiiiiiiiiiii e 38

4.2.6.3. Saptama sIniri ve tayin SINIFL...........cccccooriiiiieaniiiiineeniiinneenns 38

4.2.6.4. OzGUNNHK.............cceveiirereeeeeeeeeeee e 38

4.2.6.5. StADIITE c.oooeiiiie 39



4.26.6. Geri KAZANIIM ........ooiieniieeeeee e 39

4.2.7. Analitlerin insan plazmasinda tayini ...................ccocoii, 39

5. BULGULAR VE YORUM ...ttt 40
5.1. Tiirev Kosullarinin Optimizasyonu..............c..ccoceiiiiiiiiiiiii e 40
5.1.1. Tiirev ajanimin secilmesi ve 6n denemeler ........................cccoeeeiinnn. 40
5.1.2. Parcah faktoriyel tasarim.................ccccooiiiiiiiiiii 53
5.1.3. Box-Behnken tasarimi.............ccccccooviiiiiiiiiiiiiiiniiieeiee e 55

5.2, GrlIN TAYINI.cotiiiiieii et 60
5.2.1. Kromatografik yontemin optimizasyonu..................cccccocoevriiennnnnn. 60
5.2.2. Yontem validasyonu .............cccooiuiiiiiiiiiiiiieiiic e 63
5.2.2.1. Kesinlik ve dogruluk.................cccoviiiiiiiiiiii 63

5.2.2.2. DoBrusalliK...........cccoviiiiiiiiiiiiii e 64

5.2.2.3. Saptama SIniri ve tayin SINITL........ccccccoeeeriiniiiniiiiieeeeesnnninnn 65

5.2.24, OzgUnHiK...........cccoovoveeireeiceeeceeeee e, 65

5.2.25. StabIlite ..o 66

5.2.2.6. GeriKazanim ...............ccccooiiiiiiii 67

5.2.3. Yontemin uygulanmasi.............ooooviriiiiieiiiiiiiiiiiiiiiee e 69

5.3, MOTHIN TAYINT 1ottt e e e e anneas 70
5.3.1. Kromatografik yontemin optimizasyonu...................ccccccovevieninnn. 70
5.3.2. Yontem validaSyonu .............ccoocoeiiiiiiiiiiiiiiiiieiece e 77
5.3.2.1. Kesinlik ve dogruluk................cccoooiiiiiiiii 77

9.3.2.2. DoBrusalliK............coooiiiiiiiiiii 78

5.3.2.3. Saptama siniri ve tayin SINIFL.........ccccooviiiiiiiiiiiineenniiieeeee 79

5.3.2.4. OzglnHiK............cccccoveviiiiiiiieiieeeeeeeeeeeee e, 79

5.3.25. StaDIlIte ...c.ooiieii 80

5.3.2.6. Geri Kazanim ...............ccccoooiiiiiiiii 80

5.3.3. Yontemin wygulanmast...........cccooviiiiiiiiiiiiieein e 81



6. SONUC, TARTISMA ve ONERILER .............cccoooovviiiiiiviniieeeeeeeeeee e

KAYNAKCA
EKLER

OZGECMIS

Xi



TABLOLAR DIZIiNi

Sayfa

Tablo 2.1. Yaygin olarak bulunan 20 amino asidin isimleri ve kisaltmalari. .................. 3
Tablo 2.2. Grelin ve motilin analizinde kullanilan s1vi kromatografisi yontemleri. ...... 12
Tablo 2.3. Peptitlerin floresans tiirevlendirilmesinde kullanilan bazi tiirev ajanlart ve
OZEIIKICTL. ...ttt 15

Tablo 2.4. iki seviyeli iki faktorlii tam faktoriyel tasarimda deney plant...................... 20
Tablo 2.5. iki seviyeli ii¢ faktorlii tam faktoriyel tasarimda deney plant. ..................... 20
Tablo 2.6. Ug faktorlii merkezi bilesen tasariminda deney plant...............c.ccccevevennen, 23
Tablo 2.7. Ug faktorlii Box-Behnken tasariminda deney plant.............c.c.ccceevevevenenen, 24
Tablo 2.8. Coklu regresyon kullanilarak deneysel veri i¢in olusturulmus matematiksel
model 1¢in varyans analiZl. .........cccooriireriiiniiiiee e 27

Tablo 5.1. Grelin’in tiirev bilesenlerine ait kiitle/yiik degerleri...........cccoovvvriiiiiinnnnene 51
Tablo 5.2. Pargali faktoriyel tasarimda kullanilan faktorler ve seviyeleri. .................... 53
Tablo 5.3. Pargali faktoriyel tasarima gore deney plant ve gozlenen yanit degerleri.....53
Tablo 5.4. Pargali faktoriyel tasarim igin hesaplanan katsayilar. ...........ccccccovvvevivveennnen. 54
Tablo 5.5. Box-Behnken tasariminda kullanilan faktorler ve seviyeleri. ...........cc.cc...... 55
Tablo 5.6. Box-Behnken tasarimina gére deney plani ve gozlenen yanit degerleri.......56
Tablo 5.7. Box-Behnken tasarimi i¢in hesaplanan katsayilar. .............cccceeviveeiiineennnnn. 57
Tablo 5.8. Optimizasyon sonucu beklenen ve gozlenen yanit degerleri. ...........coconue..e. 59
Tablo 5.9. Grelin ve des-asil grelin igin hesaplanan sistem uygunluk parametreleri.....63
Tablo 5.10. Grelin ve des-asil grelin i¢in kesinlik ve dogruluk verileri. ............c.......... 64
Tablo 5.11. Grelin ve des-asil grelin i¢in dogrusallik verileri. .........ccocovvveiiieiivennnnnn, 65
Tablo 5.12. Grelin ve des-asil grelin igin stabilite verileri (N = 3). .....cccovvvriiiiiiiennnnne 67

Tablo 5.13. Numunelerde ELISA kiti ile 6lgiilen grelin ve des-asil grelin miktarlart. ..70

Tablo 5.14. Box-Behnken tasariminda kullanilan faktorler ve seviyeleri. .................... 72

Tablo 5.15. Box-Behnken tasarimina gore deney plani ve gézlenen yanit degerleri.....72

Xii



Tablo 5.16. Box-Behnken tasarimi i¢in hesaplanan katsayilar. ...........c.cccoevveeiiennnene 74

Tablo 5.17. Motilin i¢in hesaplanan sistem uygunluk parametreleri. ................c......... 77
Tablo 5.18. Motilin igin kesinlik ve dogruluk verileri...........cccooveriiiniiiiiiiiieiiei, 78
Tablo 5.19. Motilin i¢in dogrusallik VETileri. .........ccueiiuiriiieiieiiieiiee e 79
Tablo 5.20. Motilin igin stabilite verileri (N = 3).....ccccccccviiiieiiiieeiiie e 80
Tablo 5.21. Motilin’e ait geri kazanim degerleri..........ccooveiiiiieniiincie e 81
Tablo 5.22. Numunelerde 6lgiilen motilin miktarlart. .........ccccooovveviieeiie e, 82

Xiii



SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 2.1. Amino asitlerin Genel YaPISI. .....ccevvvieiiiieiiiieiiie e 3
Sekil 2.2. Peptitlerin genel yapisi (Sewald ve Jakubke, 2009).........ccccceeviiiiiieniiiinennnnne 4
Sekil 2.3. Grelin’in amino dizilimi (Kaiya, 2016).. ........cccovieiiiiniiiiieee e 5
Sekil 2.4. Motilin’in amino asit dizilimi (Poitras, 2013)..........cccceviieiiiiiiniiiee e, 7

Sekil 2.5. Dogal floresans 6zellik gosteren fenil alanin, tirozin ve triptofan’in absorpsiyon
ve emisyon spektrumlari (A: absorpsiyon, E: emisyon) (Lakowicz, 2006). ..14

Sekil 2.6. Faktor seviyelerinin kodIu gOSterimi. .........cccvevivveiiiieiiiieiiiee e 19
Sekil 2.7. iki seviyeli iki faktorlii tam faktoriyel tasarimin goSterimi. ............c.vovevvee. 19
Sekil 2.8. iki seviyeli ii¢ faktorlii tam faktdriyel tasarimin goSterimi............ccoevvevnee. 20
Sekil 2.9. Iki seviyeli ii¢ faktorlii parcali faktdriyel tasarimin gosterimi. ...................... 21
Sekil 2.10. Ug seviyeli iki faktorlii pargali faktoriyel tasarimin gosterimi. ................... 22
Sekil 2.11. Ug faktdr icin merkezi bilesen tasarimin goSterimi...........coevevvvvevervsvenenenen, 22
Sekil 2.12. Ug faktdr icin Box-Behnken tasarimin gOSterimi.........coovevveverevvereevsrenenennn, 24
Sekil 2.13. Kontur grafigi ve yanit yilizey grafigi ornekleri. .........ccccccvvviieiiiiniiiiinnnnnnn. 28

Sekil 5.1. OPA ile tiirevlendirilmis (a) bos ¢ozelti ve (b) grelin ¢dzeltisinin
Kromato@ramlari............ceiiiiiiiiiiiiiie e 41

Sekil 5.2. FMOC ile tiirevlendirilmis (a) bos c¢ozelti ve (b) grelin ¢dzeltisinin
Kromato@ramlari............ceeiiiiiiiiiiiiiie e 42

Sekil 5.3. Floresein ile tiirevlendirilmis (a) bos c¢ozelti ve (b) grelin ¢ozeltisinin
Kromatogramlari...........cooiueiiiiiiiie e 43

Sekil 5.4. NBD-F ile tirevlendirilmis (a) bos ¢ozelti ve (b) grelin ¢ozeltisinin
Kromatogramlari...........cooiueiiiiiiiie e 44

Sekil 5.5. Floreskamin ile tiirevlendirilmis (a) bos ¢ozelti ve (b) grelin ¢ozeltisinin
Kromatogramlari...........cooouieiiiiiiie e 45

Sekil 5.6. Floreskamin ile tiirevlendirilmis grelin ¢ozeltisinin YPSK-FL ile elde edilmis
kromatogrami. Analiz kosullar1: C1 kolon (100 x 4,6 mm, 3,5 um, 300 A);
gradient program, 25 dakikada %30-50 B, hareketli faz igerigi A:%0,1 formik
asit iceren su, B:%0,1 formik asit i¢ceren asetonitril; 0,3 mL/dk akis hizi, 50°C
kolon sicakligi, 390 nm eksitasyon dalgaboyu, 480 nm emisyon dalgaboyu.



Sekil 5.7. YPSK-KS kromatogramlari (a) tiirevlendirilmemis grelin ¢ozeltisi, (b) bos
tiirev ¢ozeltisi, (c) floreskamin ile tiirevlendirilmis grelin ¢ozeltisi. Analiz
kosullari: Cig kolon (100 x 4,6 mm, 3,5 pm, 300 A); gradient program, 25
dakikada %30-50 B, hareketli faz igerigi A:%0,1 formik asit igeren su,
B:%0,1 formik asit igeren asetonitril; 0,3 mL/dk akis hizi, 50°C kolon
SICAKIIZL. ettt 47

Sekil 5.8. YPSK-KS spektrumlari (a) 1.pik (11,3. dakika), (b) 2.pik (13,5. dakika), (c)
3.pik (14,5. dakika), (d) 4.pik (19,8. dakika), (e) 5.pik (21,2. dakika), (f) 6.pik

(27,5, dAKIKA). ...eevieieeeeese e 50
Sekil 5.9. Floreskamin ile tiirevlendirilmis (a) bos ¢ozelti ve (b) motilin ¢dzeltisinin
Kromatogramlari...........coooiviiiiiiiii e 52
Sekil 5.10. Modele ait terimlerin anlamliligin1 gosteren Pareto grafigi.............cccocveee. 58

Sekil 5.11. Genel isteklilik (D) icin olusturulan modele ait kontur ve yanit yiizey
GRafIKIEIL. oo 59

Sekil 5.12. Kolon cinsinin grelin’in ayrim faktori, pik genisligi ve kuyruklanma faktorii
TZEIINE CTKIST. 1oieiiiiiiiiii i 60

Sekil 5.13. Hareketli faza eklenen trifloroasetik asit miktarinin grelin’in ayrim faktor,
pik genisligi ve kuyruklanma faktorii tizerine etkisi. ......cccccveeeviiiiiiiinnnnnnn. 61

Sekil 5.14. Akis hizinin grelin’in ayrim faktori, pik genisligi ve kuyruklanma faktori
UZETINE CLKIST. ...evvveeiiiieie et 61

Sekil 5.15. Kolon sicakliginin grelin’in ayrim faktorii, pik genisligi ve kuyruklanma
faktOrli UZETINE CTKISI. .ovviiviviiiiiiie e ettt 62

Sekil 5.16. Belirlenen optimum kromatografik kosullarda yapilmis bos plazma (kirmizi)
ve des-asil grelin ve grelin igeren plazma (siyah) analizlerine ait
Kromatogramlar...........c.oooiiii oo 63

Sekil 5.17. Bos plazma ve artan derisimde des-asil grelin ve grelin iceren plazma tiirev
cozeltilerinin kromatogramlari (asagidan yukariya dogru bos plazma, 40, 125
ve 500 ng/mL des-asil grelin ve grelin i¢eren plazma tiirev ¢ozeltilerinin
kromatogramlart VerilmiStir). .........coooouvereiiiiiiieeiiiee e 64

Sekil 5.18. Bos plazma numunelerine ait kromatogramlar. ..............ccccccooiiiiiiiiineennn 66

Sekil 5.19. Kolon cinsinin motilin’in ayrim faktorii, pik genisligi ve kuyruklanma faktorii
UZETINE ETKIST. ..vvvieiiiiiii ettt 71

Sekil 5.20. Hareketli faza eklenen trifloroasetik asit miktarinin motilin’in ayrim faktort,
pik genisligi ve kuyruklanma faktorii izerine etkisi. .........cccoocvvveeiiiininennns 71

Sekil 5.21. Modele ait terimlerin anlamliligin1 gésteren Pareto grafigi.............ccccoevee. 75

XV


file:///C:/Users/user/Desktop/tez%20belgeler/3.%20Sakine%20ATİLA%20KARACA%20DR%20TEZ%20(jüri%20edit).docx%23_Toc106292575
file:///C:/Users/user/Desktop/tez%20belgeler/3.%20Sakine%20ATİLA%20KARACA%20DR%20TEZ%20(jüri%20edit).docx%23_Toc106292575
file:///C:/Users/user/Desktop/tez%20belgeler/3.%20Sakine%20ATİLA%20KARACA%20DR%20TEZ%20(jüri%20edit).docx%23_Toc106292575
file:///C:/Users/user/Desktop/tez%20belgeler/3.%20Sakine%20ATİLA%20KARACA%20DR%20TEZ%20(jüri%20edit).docx%23_Toc106292575
file:///C:/Users/user/Desktop/tez%20belgeler/3.%20Sakine%20ATİLA%20KARACA%20DR%20TEZ%20(jüri%20edit).docx%23_Toc106292575
file:///C:/Users/user/Desktop/tez%20belgeler/3.%20Sakine%20ATİLA%20KARACA%20DR%20TEZ%20(jüri%20edit).docx%23_Toc106292575

Sekil 5.22. Genel isteklilik (D) icin olusturulan modele ait kontur ve yanit yiizey
GPAFTKIEII. oo 76

Sekil 5.23. Box-Behnken tasarimi sonucu bulunan optimum kromatografik kosullarda
yapilmis bos plazma (kirmizi) ve motilin igeren plazma (siyah) analizlerine
AT KromatogramIar. ..........ooueoiiiiie e 77

Sekil 5.24. Bos plazma ve artan derisimde motilin i¢eren plazma tiirev ¢ozeltilerinin
kromatogramlari (asagidan yukariya dogru bos plazma, 7,5; 30 ve 120 ng/mL
motilin igeren plazma tlirev ¢dzeltilerinin kromatogramlari verilmistir).....78

Sekil 5.25. Bos plazma numunelerine ait kromatogramlar. ...........cccccocovevireiiineiinnnn, 79

XVi



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

ANOVA  :Varyans Analizi

BSS : Bagil Standart Sapma

DAD : Diyot Dizisi Dedektor

DNS-CI : Dansil Kloriir

EIA : Enzim Immiinoanaliz (Enzyme Immunoassay)

ELISA : Enzim Bagli immiinosorbent Analizi

FDA : Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (U.S. Food and Drug Administration)

FMOC-CI : Florenilmetiloksikarbonil Kloriir

ICH : Uluslararas1t Uyumlandirma Konferans1 (International Conference on

Harmonization)

KS : Kiitle Spektrometresi

LOD : Saptama Sinir1

LOQ : Tayin Sinir1

NBD-CI : 4-kloro-7-nitrobenzofurazan

NBD-F : 4-floro-7-nitrobenzofurazan

OPA : Orto-ftalaldehit

PVDF : Polivinilidin Floriir

RIA : Radyoimmiinoanaliz (Radioimmunoassay)
SK-KS : S1v1 Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi
uv : Mor Otesi (Ultraviyole)

Xvii



YPSK : Yiiksek Performanslt Sivi Kromatografisi

XViii



1. GIRIS ve AMAC

Grelin ve motilin peptit yapili gastrointestinal sistem hormonlaridir. Bu iki peptit
aym1 peptit ailesinde yer alir (grelin/motilin peptit ailesi) ve yapisal olarak benzerdir. ki
molekiil de memelilerde postprandial periyodu kisaltmaktadir. Grelin ve motilin
gastrointestinal hareketliligi uyarmada, gastrik bosalmay1 hizlandirmada ve gastrik ac¢ligi
indiiklemede rol oynar. Grelin’in biiyiime hormonu salgilanmasini ve gut hareketliligini
ayarlamasinin disinda mide ve bagirsak korunmasinda da oOnemli rol oynadig:

bilinmektedir (Chih-Yen ve Chang-Youh, 2012; Sakata, 2011).

Birgok farkli ve 6nemli fizyolojik fonksiyonda rol olan grelin ve motilin’in plazma
seviyelerinin izlenmesi i¢in uygun yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu peptitlerin
miktar tayini genellikle radyoimiinoanaliz (RIA), enzim bagli immiinosorbent analizi
(ELISA) ve enzim immiinoanaliz (EIA) gibi immiinolojik yontemler ile yapilmaktadir.
Bu yontemler kolay ve duyarli yontemler olmasina ragmen molekiillerdeki benzer
baglanma bdlgeleri nedeniyle bazen yeterli 6zgiinliikk ve se¢iciligi saglayamamaktadir
(Eslami, Ghassempour ve Aboul-Enein, 2017; Mesmin vd., 2011). Immiinolojik
yontemler 6zel ekipman gerektiren pahali yontemlerdir. Sayilan bu olumsuzluklar
nedeniyle gelistirilecek olan alternatif analiz yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kromatografik yontemler yiiksek 06zgiinliik ve secicilik saglayan yontemler
olmalari, farkli kromatografik modlarda ayrima olanak veren ¢ok sayida kolon ¢esidinin
bulunmasi, yontem transferinin kolayligi, kisa analiz siiresi gibi avantajlar1 nedeniyle
biyoanalizlerde en sik tercih edilen yontemlerden biridir. Bu yontemler kiitle
spektrometrisi (KS) ya da floresans dedektor gibi duyarliligi yiiksek analitik cihazlarla
kombine edildiginde yiiksek hassasiyet avantaji ile de immiinolojik yontemlere iyi bir
alternatif olmaktadirlar. Literatiirde motilin igin gelistirilmis bir, grelin igin ise birkag Sivi
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (SK-KS) yontemi bulunmaktadir (Delinsky vd.,
2004; Eslami vd., 2016; Rauh, Groschl ve Rascher, 2007; Sidibé, Varesio ve Hopfgartner,
2014). Ancak KS cihazlarinin yiiksek maliyetleri nedeniyle yaygin olmayist bu
yontemlerin kullanimini kisitlamaktadir. Bu nedenle grelin ve motilin’in analizinde
kullanilabilecek floresans dedektorlii kromatografik yontemlerin bu peptitlerle yiiriitiilen
caligmalarda biiylikk yarar saglayacagi ve literatiire Onemli bir katki olacagi

diistiniilmektedir.



Bu tez galismasi kapsaminda grelin ve motilin’in insan plazmasinda miktar tayini
i¢in kullanilabilecek segici ve duyarli Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi (YPSK)
yontemleri gelistirilmistir. Analitlerin insan plazmasindaki disiik derisimlerini tayin
edebilmek i¢in analitler floresans boyalarla tiirevlendirilmis ve floresans dedektorlii
YPSK ile belirlenmistir. Tiirev kosullarinin optimizasyonu Ve kromatografik
optimizasyon siirecinin bir kismi deneysel tasarim yontemi ile yiiriitilmistiir. Gelistirilen
yontemler Amerikan Gida ve Ilag Dairesi’nin (FDA) biyoanalitik yontem validasyonu ve
Uluslararast Uyumlandirma Konferansi’nin (ICH) analitik ydntem validasyonu
kilavuzlarina uygun olarak valide edilmistir (FDA, 2018; ICH, 2005). Motilin igin
gelistirilen yontem bes saglikli goniilliiden alinan insan plazmasindaki motilin tayininde

kullanilmastir.



2. KAYNAK BIiLGiSi
2.1. Aminoasitler

Amino asitler peptitleri ve proteinleri olusturan yapitaslaridir. Prensip olarak,
"amino asit" terimi, bir amino grubu iceren ve asidik fonksiyonu olan herhangi bir bilesigi
belirtmek ic¢in kullanilabilir. Uygulamada ise bu terim genellikle dogal kaynaklardan
izole edilen o-amino karboksilik asitlere referansla kullanilir. a-amino asitlerin genel
yapist Sekil 2.1°deki gibidir. Genel kural olarak, karboksilik grubun baglandig1 karbon
atomuna alfa (o)) karbon denir (Powar ve Chatwal, 2007).

AR
H-N—(I?—C—OH
R

Sekil 2.1. Amino asitlerin genel yapisi.

Giinlimiizde 200'den fazla amino asit izole edilmis ve tanimlanmistir. Bu amino
asitlerin sadece 25 tanesi tipik proteinlerin hidrolizi sonucu elde edilmekte ve 20 tanesi
de ¢ogu proteinin yapisinda yer almaktadir (Powar ve Chatwal, 2007). Sik goriilen bu 20

amino asidin adlar1 ve kisaltmalar1 Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Yaygin olarak bulunan 20 amino asidin isimleri ve kisaltmalart.

Amino asit 3 harfli kisaltma Tek harfli kisaltma
Glisin Gly G
Alanin Ala A
Valin Val \%
Losin Leu L
Izolésin Ile I
Prolin Pro P
Fenilalanin Phe F
Triptofan Trp w
Metiyonin Met M
Tirozin Tyr Y
Serin Ser S
Treonin Thr T
Sistein Cys C
Asparajin Asn N

w



Tablo 2.1. (Devam) Yaygin olarak bulunan 20 amino asidin isimleri ve kisaltmalari.

Glutamin Gin Q
Aspartat Asp D
Glutamat Glu E
Lizin Lys K
Arjinin Arg R
Histidin His H

2.2. Peptit ve Proteinler

Peptitler amino asitlerin oligomerleri veya polimerleridir ve bir amino asidin
karboksi grubu ile onu takip eden amino asidin amino grubu arasinda olusan amid baglari
(peptit baglar1) ile olusurlar (Sekil 2.2). Amino asitlerdeki farkli yan zincirler (R),
biyokimyasal etkiye katkida bulunur (Sewald ve Jakubke, 2009).

Sekil 2.2. Peptitlerin genel yapisi (Sewald ve Jakubke, 2009).

Peptitler igerdikleri amino asit sayilarina gore di-, tri-, tetra-, ..., nona-, dekapeptitler
gibi Yunan oOn-ekleriyle smiflandirilir. Genellikle 10°dan az amino asit igerenler
oligopeptit, 10-100 aras1 amino asit i¢erenler polipeptit olarak adlandirilir. 100’den fazla
amino asit igeren tiirevler i¢in ise protein ifadesi kullanilir. Peptit formiillerini
basitlestirmek icin amino asit dizilimleri ii¢ harfli kodlar kullanilarak ve amino ucu sol
tarafta, karboksi ucu sag tarafta olacak sekilde yazilir (Sewald ve Jakubke, 2009).

Proteinlerin yapisi, dort seviyede diisiiniilebilir. Birincil yapi, peptit zinciri icindeki
peptit baglari ile ardisik olarak baglanan amino asitlerin sayisin1 ve dizisini igerir. Ikincil
yapi, peptit yapisinin ii¢ boyutlu diizenlemesini ifade eder. Tersiyer yapi, amino asit yan
zincirleri ve ikincil yap1 elemanlar1 arasindaki molekiiller arasi etkilesimlerden
kaynaklanan tek bir peptit zincirinin {i¢ boyutlu yapisin1 veya genel seklini tarif eder.
Kuaterner yap1 terimi, kovalent olmayan etkilesimlerle iligkili iki veya daha fazla
polipeptit zincirinin veya disiilfiir baglari ile baglantili 6zel durumlarda, belirli oligomer

kompleksleri olusturan konumsal diizenlemesini ifade eder (Sewald ve Jakubke, 2009).



2.3. Grelin/Motilin Peptit Ailesi

Grelin ve motilin peptitleri amino asit dizilislerindeki ve reseptorlerindeki benzerlik
nedeniyle ayni peptit ailesinin iiyeleri olarak nitelendirilmektedir. Her iki peptidin de
memelilerde postprandial periyodu kisalttigi bilinmektedir. Grelin ve motilin’in
gastrointestinal hareketliligi uyarmada, gastrik bosalmay1 hizlandirmada ve gastrik agligi

indiiklemede rol oynadig1 bilinmektedir (Chih-Yen ve Chang-Youh, 2012; Sakata, 2011).

2.3.1. Grelin

Grelin ilk olarak mideden salgilanan bir bitylime hormonu salgilatict olarak 1999
yilinda kesfedilmistir. “Grelin” ismi, “bliyiime” anlamima gelen Proto-Hint-Avrupa
dillerindeki bir kelime kokii olan “ghre” ye dayanir ve bu peptidin biiylime hormonu

salinimini uyarma kabiliyetine isaret eder (Takei, Ando ve Tsutsui, 2015).

23.11. Yapm

Grelin, diger adiyla lenomorelin, 28 amino asitten olusan bir peptittir ve molekiil
agirh@ 3371,9 g/mol’dur (Kaiya, 2016). Peptidin amino asit dizilimi Sekil 2.3’te
verilmistir. Bu dizilimde {i¢ilincii sirada yer alan serin amino asidinde bulunan yag asidi
(oktanoil) modifikasyonu peptit aktivitesi i¢in gereklidir. Grelin kan dolasiminda, asil
modifikasyonunun ¢esidine goére asile olmayan (des-asil), oktanoile, heksanoile,
dekanoile grelin gibi fakli sekillerde bulunabilir. Ayrica C-ucundaki arjinin amino asidini
tastmayan 27 amino asitli grelin formlarina da rastlanmistir. insan plazmasinda toplam
grelin miktarmin biiyiik bir kismmi des-asil grelin olusturmasma ragmen grelin’in
aktivitesinden sorumlu formu oktanoile grelin’dir (Eslami, Ghassempour ve Aboul-
Enein, 2017).

H — Gly — Ser — Ser (n-oktanil) — Phe — Leu — Ser — Pro — Glu — His — GIn — Arg — Val — GIn —
GIn— Arg — Lys — Glu — Ser — Lys — Lys — Pro — Pro — Ala — Lys — Leu — GIn — Pro — Arg — OH

Sekil 2.3. Grelin’in amino asit dizilimi (Kaiya, 2016).



2.3.1.2. Kimyasal gzellikler

Farkli ¢alismalarda grelin’in suda, asetik asit veya formik asit i¢eren suda ¢oziiniir
oldugu bildirilmistir (Eslami vd., 2016; Rauh, Groschl ve Rascher, 2007; Sidibé, Varesio
ve Hopfgartner, 2014).

Izoelektrik nokta molekiiliin net yiikiiniin sifir oldugu pH degeridir (Novéak ve
Havli¢ek, 2016). Bu nokta herhangi bir peptit i¢in ¢dziiniirliigiiniin en diisiik oldugu nokta
olmasi agisindan onemlidir. Grelin’in izoelektrik noktasinin 11,5 oldugu bildirilmistir

(Min vd., 2012).

2.3.1.3. Biyolojik fonksiyonlar

Grelin, biiyiime hormonu salgilatict reseptdrlerin endojen ligantidir. Uretimi
midede yapilan bu peptidin asil aktif oldugu bdlgeler beyin ve hipofizdir. Grelin’in
hipofizden biiylime hormunu salimini uyarma ve kilo alimini artirma etkilerinin yani1 sira
istah agic1 ve gida alimim artirici etkileri de bulunmaktadir. A¢lik durumunda midede
salgilanan bu peptit yapili hormon, merkezi sinir sistemine aglik sinyalini iletir. Grelin
gastrik asit salilmmini etkiler, gastrointestinal motiliteyi arttirir ve gastrik bosalmay1
hizlandirir. Grelin’in ayrica mide koruyucu ve bagirsaklarda enflamasyon diizenleyici
etkileri de bulunmaktadir (De Vriese vd., 2004; Kojima vd., 2013; Peeters, 2013).

Grelin en ¢ok midede salgilansa da bagirsak, bobrek, hipofiz, pankreas, plasenta,
akciger, testis ve ovaryum gibi baska dokulardan da salgilanmakta, merkezi ve periferal
grelin reseptorlerini aktive ederek etki gostermektedir (De Vriese vd., 2004; Peeters,
2013).

Grelin’in yapisindaki oktanil grubu biyolojik aktivitesi igin gereklidir. Bu oktanil
grubunu tagimayan grelin formu des-asil grelin olarak adlandirilmakta ve dolagimda
grelin’e yakin diizeylerde bulunmaktadir. Des-asil grelin’in grelin ile ayn1 reseptorlerde
etki gostermedigi ve grelin’den farkli biyolojik aktivite gosterdigi bilinmektedir. Bu
grelin formunun grelin’in bir 6n formu mu yoksa desasilasyon triinii mii oldugu heniiz
aydinlatilamamistir (Kojima ve Kangawa, 2005).

Hipomotilite sendromlarinin (postoperative ileus, gastroparesis) tedavisi i¢in bir
takim grelin agonistleri gelistirilmistir (Peeters, 2013). Ayrica potansiyel grelin reseptor
agonistlerinin konstipasyon tedavisinin yani sira istah artirma ve bulant1 azaltma amach
kullanilabilecegi diigiiniilmekte ve arastirmalar yiiriitilmektedir (Sanger ve Furness,
2016).



2.3.2. Motilin

22 amino asitli bir peptit olan motilin, aclik sirasinda gastrointestinal diiz kas
kasilmasini uyarmak i¢in duodeno-jejunal mukozanin endokrin hiicrelerinden
sentezlenen bir hormondur. Bu peptit ismini sindirim organlarinin hareketliligini uyarict

etkisi nedeniyle almistir (Poitras ve Peeters, 2008).

2.3.2.1. Yam

22 amino asitten olusan ve molekiil agirlig1 2698 g/mol olan motilin’in amino asit

dizilimi Sekil 2.4’te verilmistir (Sakai, 2016).

H — Phe — Val — Pro — lle — Phe — Thr — Tyr — Gly — Glu — Leu — GIn — Arg — Met — GIn —
Glu — Lys — Glu — Arg — Asn — Lys — Gly — GIn — OH

Sekil 2.4. Motilin 'in amino asit dizilimi (Poitras, 2013).

2.3.2.2. Kimyasal ézellikler

Motilin’in suda ¢6ziiniir oldugu bildirilmistir (Sakai, 2016). Motilin analizi i¢in
gelistirilen tek YPSK yo6nteminde Delinsky vd. (2004) motilin’in kaplara adsorpsiyonunu
azaltmak amaciyla liyofilize peptidi su yerine bos plazmada ¢ozerek stok gozeltileri
hazirlamistir.

Literatiirde motilin’in izoelektrik noktasini bildiren herhangi bir calismaya
rastlanmamustir. Bir peptidin izoelektrik noktasi yapisinda bulunan amino asitlerin asitlik
sabitleri kullanilarak hesaplanir ve bu amacla gelistirilmis bir¢ok yazilim ve program
mevcuttur. Motilin’in izoelektrik noktasi chemicalize ve protpi isimli iki farkli tahmin

araci kullanilarak sirasiyla pH 8,47 ve 8,14 olarak hesaplanmustir (http-1; http-2).

2.3.2.3. Biyolojik fonksiyonlar

Motilin, aclik sirasinda gastrointestinal diiz kas kasilmasini uyarmak i¢in duodeno-
jejunal mukozanin endokrin hiicrelerinden sentezlenen bir hormondur. Bu peptit ismini
sindirim organlarinin hareketliligini uyarici etkisi nedeniyle almistir (Poitras ve Peeters,
2008). Motilin biiyiime hormonu salgilanmasint in vivo ve in vitro olarak uyarma
kapasitesine sahiptir (Chen ve Tsai, 2012). Bu peptidin ilerleyici motor kompleksin

endokrin diizenleyicisi oldugu diistiniilmektedir. Motilin plazma seviyeleri, interdijestif



aclik periyodu boyunca her 90 ila 120 dakikada bir periyodik olarak artar ve motilin’in
bu periyodik salimi, yemek yenmesinden sonra kaybolur. Plazma motilin’inin bu
dongiisel zirveleri, giiglii peristaltik kasilmalarla birlesir ve bu go¢ dalgalari, sindirimsel
goeme kasilmalarinin faz I1I kasilmalar1 olarak bilinir (Poitras ve Peeters, 2008).
Potansiyel motilin reseptor agonistlerinin gastroparezi ve mide bosalmasinin
gerekli oldugu baska rahatsizliklarin tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir

(Sanger ve Furness, 2016).

2.4. Peptitlerin Analiz Yontemleri

Biyolojik molekiillerin viicut sivilar1 ve dokularindaki 6l¢timii, klinik arastirmanin
kritik bir bilesenidir. Son yillarda, in vivo kaynaklardan biyolojik bilesiklerin
tanimlanmasi ve miktar tayini i¢in dnemli teknolojik ilerlemeler kaydedilmistir (Milne ve
Morrow, 2009). Peptitlerin miktar tayinleri i¢in siklikla kullanilan yontemler su sekilde
smiflandirilabilir:

1. Immiinoanaliz ve immiinokimya

2. Kromatografik yontemler
3. Kiitle spektrometresi

2.4.1. immiinolojik yontemler

Immiinolojik y&ntemler, biyolojik bilesikleri &lgmek i¢in en sik kullanilan
yontemlerdir. Bu yontemler hem viicut sivist hem de dokularda bulunan peptit ve
proteinlerin niceliksel ve niteliksel olarak tayinlerine olanak saglamaktadir. Bir¢ok
immiinolojik test son derece hassastir ve ¢ogu bilesigi viicut sivilarinda 0,1 pg/mL
seviyesinde tespit edebilir. En yaygin olarak kullanilan iki immiinolojik test yaklagimi
RIA ve EIA yontemleridir. Ayrica, floresans ve kemiliiminesans immiinoanaliz, ¢cokelme
immiinoanaliz ve pargacik immiinoanaliz gibi baska immiinolojik yontemler de vardir
(Milne ve Morrow, 2009).

Kullanilan yonteme bakilmaksizin, tiim immiin analizler bir antijenin bir antikor ile
etkilesmesine dayanir. Bu etkilesimin ortaya ¢ikma derecesi (antikora baglanan antijen
miktarina karsilik serbest antijen), bir biyolojik sivi veya dokuda mevcut olan belirli
antijenin miktarin1 ya nicel olarak ya da nicel olarak 6lgmeyi saglar. Bu yontemlerle
kullanilan tespit yOntemleri, antijen-antikor kompleksini saptamak i¢in kullanilan

yaklagima gore degisir (Milne ve Morrow, 2009).
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2.4.2. Kromatografik yontemler

Kromatografi terimi, karmasik karigimlarin yakindan iligkili bilesenlerinin
ayrilmasina izin veren gesitli yontemler grubunu kapsamaktadir. Biyolojik analizlerde
ozellikle gaz kromatografisi ve YPSK siklikla kullanilir. Bu teknikler hem molekiillerin
miktar tayinleri i¢in hem de proteinler ve peptitler gibi karmagsik biyomolekiilleri
saflastirmak i¢in kullanilabilir (Milne ve Morrow, 2009). Peptitlerin miktar tayini
amaciyla sivi kromatografisinin floresans veya UV detektorlerle kombine edildigi

yontemler siklikla kullanilmaktadir.

2.4.3. Kiitle spektrometresi

Bir KS, iyonlar iireten ve onlar1 gaz fazinda kiitle/yiik (m/z) oranina gére ayiran bir
aractir. KS hem inorganik hem de organik kompleks karisimlarinin bilesenlerini 6lgmek,
belirli bir molekiiler tiirler hakkinda yapisal bilgi saglamak, bir numunedeki atomlarin
izotop oranini belirlemek veya insan ve hayvan dokular1 dahil kat1 yiizeylerin yapisini ve
bilesimini tanimlamak i¢in kullanilabilir (Milne ve Morrow, 2009). Giiniimiizde KS
protein arastirmalart ve genel olarak biyomolekiillerin arastirilmasi i¢in merkezi bir
analitik tekniktir. Yiiksek duyarliligi ve karmasik numunelerde proteinleri tanimlama,
karakterize etme ve nicellestirme olanagi vermesi sayesinde ¢ok cesitli KS temelli

analitik stratejiler ortaya ¢ikmistir (John vd., 2004).

2.5. Grelin ve Motilin Analizi i¢cin Gelistirilmis Kromatografik Yontemler

Grelin ve motilin’in miktar tayini genellikle immiinolojik yontemler (RIA, ELISA
ve EIA gibi) kullanilarak yapilmaktadir. Grelin’in tayini i¢in gelistirilmis iki YPSK-UV
yontemi (Aydin, Karatas ve Geckil, 2008; Staes vd., 2010) ve ii¢ SK-KS yontemi
bulunmaktadir (Eslami vd., 2016; Rauh, Groschl ve Rascher, 2007; Sidibé, Varesio ve
Hopfgartner, 2014). Motilin tayini igin ise bir tane SK-KS yontemi gelistirilmistir
(Delinsky vd., 2004). Bahsi gegen ¢aligsmalar Tablo 2.2°de dzetlenmistir.

Rauh vd. (2007) grelin ve des-asil grelin’in biyolojik matrikslerde (plazma, serum
ve hiicre siipernatantlar1) miktar tayini i¢in bir SK-KS yontemi gelistirmis ve valide
etmiglerdir. Coktiirme ile deproteinizasyon yaptiktan sonra iki kolonlu online
ekstraksiyon tasarimu ile ters faz ayrim gergeklestirilmistir. Kromatografik ayrim igin Cis
monolitik kolon (100 x 4,6 mm); hareketli faz olarak amonyum asetat tamponu ve

metanol karigimi kullanilmistir. Analizler KS/KS modunda, ¢oklu reaksiyon izleme igin
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4-kat yiikli iyonlar kullanilarak yapilmistir. Gelistirilen yontemin tayin simnirt (LOQ)
grelin ve des-asil grelin igin sirasiyla 0,07 ve 0,35 pg/L’dir. Yontemin farkli biyolojik
matrislerde konsantrasyon-zaman profillerinin izlemine olanak verdigi gosterilmistir.

Aydmn vd. (2008) biyolojik numunelerde grelin ve des-asil grelin’in analizi i¢in bir
YPSK yontemi gelistirmis ve bu yontemi RIA testleri ile karsilastirmiglardir. Ayrim bir
Cis kolonda (150 x 4,6 mm, 5 mm partikiil ve 120 A por boyutu) gerceklestirilmistir.
Hareketli faz olarak 50 mM NaClOs ve %1’lik H3POs karisimi kullanilmis, analitler
cesitli viicut sivilarinda (serum, tiikiiriik, idrar ve siit) 215 nm’de tayin edilmistir. Saptama
sinir1 (LOD) grelin ve des-asil grelin igin sirasiyla 11 ve 14 pg/mL olarak bildirilmistir.

Staes vd. (2010) insan grelin’i ve des-asil grelin’inin sulu ¢6zeltilerde ayrimi ve
miktar tayini i¢in bir YPSK-UV yontemi gelistirmigler ve bu ¢ozeltilerin stabilitesini
incelemiglerdir. Ayrim bir Cig kolonda (150 x 4,6 mm, 5 pum partikiil boyutu)
gerceklestirilmistir. %0,1 trifloroasetik asit igeren su ve %0,1 trifloroasetik asit igeren
asetonitrilden olusan hareketli faz karisimi ile gradient eliisyon uygulanmistir. Analitler
210 nm’de gbzlenmistir. LOQ degerleri grelin ve des-asil grelin igin sirasiyla 1,85 ve 1,93
uM olarak bulunmustur. Des-asil grelin tiim test kosullarinda stabilken, grelin
cozeltilerinin desasilasyonunu Onlemek i¢in asidik pH’da ve/veya diisiik sicaklikta
hazirlanmasi1 ve saklanmasi gerekmektedir. Valide edilen yontem, grelin ve des-asil
grelin’in lipozomlara baglanmasini degerlendirmek i¢in uygulanmustir.

Sidibé vd. (2014) insan plazmasinda grelin ve des-asil grelin’in miktar tayini i¢in
bir se¢ilmis reaksiyon izleme SK-KS yontemi gelistirmislerdir. Analitik kolon olarak bir
Cis kolon (100 x 2,1 mm, 3,5 um partikiil boyutu), hareketli faz olarak %0,2 formik asit
ve %0,01 trifloroasetik asit igeren su ve %0,2 formik asit ve %0,01 trifloroasetik asit
iceren asetonitril kullanilmigtir. Secilmis reaksiyon izleme analizleri “QTRAP 5500
hybrid triple quadrupole linear ion trap” KS ile gerceklestirilmistir. Gelistirilen yontem
grelin (75 pg/mL) ve des-asil grelin (50 pg/mL) i¢in oldukga diisiik LOQ degerlerine
sahiptir.

Eslami vd. (2016) insan plazmasindan grelin tayini igin bir SK-KS yontemi
gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemde analitlerin insan plazmasindan ekstraksiyonu i¢in
karigtirma ¢ubugu emilim ekstraksiyonu (stir bar sorptive ekstraksiyonu) kullanilmustir.
Ardindan diyot dizisi dedektor (DAD) ve KS bagh bir YPSK ile miktar tayini
gerceklestirilmistir. Analizler bir Cg kolonda (250 x 4,6 mm, 5 um partikiil boyutu),

hareketli faz olarak %0,1 trifloroasetik asit i¢eren su ve %0,1 trifloroasetik asit i¢eren
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asetonitril kullanilarak gerceklestirilmistir. UV absorbans 218 nm’de goézlenmistir.
Yontemin LOQ degeri 0,02 pg/L olarak bildirilmistir. Gelistirilen yontem gastrik
ameliyat ge¢irmis obez hastalarin plazma numunelerinin analizi i¢in kullanilmistir.

Delinsky vd. (2004) si¢an plazmasinda motilin’in miktar tayini igin bir SK-KS
yontemi gelistirmislerdir. Numuneler standart ekleme yontemiyle hazirlanmis, ardindan
organik ¢oziicii ile protein ¢oktiirme yapilmistir. Kromatografik ayrim Cig kolonda (50 x
2,1 mm, 5 pm partikiil boyutu), %0,2 asetik asit ve %0,02 trifloroasetik asit igeren
hareketli fazla gergeklestirilmistir. Analizler Micromass Quattro 11 KS’de 4+ yiiklii
iyonlarla yapilmistir. Yontemin en diistik tayin limiti 10 ng/mL’dir.

Burada bahsedilen yontemler diginda grelin ve motilin’in ayr1 ayri analizleri ig¢in
gelistirilmis, sivi kromatografisi ile immiinolojik yontemlerin birlikte kullanildig1 bazi

yontemler de mevcuttur (Eslami, Ghassempour ve Aboul-Enein, 2017).
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Tablo 2.2. Grelin ve motilin analizinde kullanilan st kromatografisi yontemleri.

Analit Matriks Numune hazirlama Yontem Dogrusalhk LOQ Kaynak
Motilin Sican plazmasi ACN ile protein ¢oktiirme SK-KS 10-1000 ng/mL 10 ng/mL (Delinsky vd., 2004)
Asetonitril ve siilfosalisilik asit ile
“Grelin Plazma, serum ve protein ¢oktiirme SK- *0,07-72 ng/mL * 0,07 ng/mL (Rauh, Groschl ve
o : . " (ayrica YPSK sisteminde analitik wx .
des-asil grelin hiicre . . KS/KS 0,07-72 ng/mL 0,35 ng/mL Rascher, 2007)
kolondan dnce ekstraksiyon kolonu
kullanilmustir)
*Grelin Serum, tiikiiriik, . s i *0,05-0,6 ng/mL | 0,011 ng/mL (LOD) | (Aydin, Karatas ve
**des-asil grelin idrar ve siit Aprotitin ekleme ve santriftj SK-UV | 0,05-0,6 ng/mL | ™ 0,014 ng/mL (LOD) Geckil, 2008)
*3-400 pg/mL
“Grelin ve . i i (0,93-118,67 uM) | "6,2 pg/mL (1,85 uM)
** des-asil grelin Sulu ¢ozeltiler SK-UV ~3.400 pg/mL | 6.2 pg/mL (1,93 uM) (Staes vd., 2010)
(0,96-123,28 uM)
Aprotitin ekleme, siilfosalisilik asit
*Grelin insan plazmast ile kismi protein ¢oktiirme (ayrica SK-KS * 75-2500 pg/mL *75 pg/mL (Sidibé, Varesio ve
**des-asil grelin p YPSK sisteminde analitik kolondan ™ 50-2500 pg/mL ™50 pg/mL Hopfgartner, 2014)
once trap kolon kullanilmistir)
Grelin insan plazmast Karigtirma gubugu emilim SKIDAD- | 12.80 ng/mL 0,02 ng/mL (Eslami vd., 2016)
ekstraksiyonu KS
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2.6. Floresans Tiirevlendirme

Bu ¢alismada sivi kromatografisinin yiiksek ayrim etkinligi ve kisa analiz siiresi
avantajini floresans spektrometrinin yiiksek tayin hassasiyeti tistiinliigii ile birlestirmek

amaciyla floresans dedeksiyonlu YPSK yontemi tercih edilmistir.

2.6.1. Floresans tiirevlendirme ile ilgili genel bilgiler

S1vi kromatografisinde analitlerin florofor boyalarla etiketlenerek tiirevlendirilmesi
iki sekilde uygulanabilir; pre-kolon veya post-kolon tiirevlendirme. Pre-kolon
tirevlendirme numune YPSK sistemine enjekte edilmeden once gerceklestirilir. Bu
yontem manuel olarak enjeksiyon viallerinde yapilabilecegi gibi otomatik hale de
getirilebilir. Pre- kolon tiirevlendirmenin en biiyiik avantaji florofor olusumu reaksiyonu
icin reaksiyon siiresi, ¢0ziicli se¢imi gibi ortam kosullarinin se¢imi konusunda esnek
olunmasidir. Boylece daha stabil florofor olusturmak i¢in uygun kosullar secilebilir.
Ayrica numune YPSK sistemine enjekte edilmeden Once tlirev ajaninin fazlasinin
ortamdan uzaklastirilmasma da olanak saglar (Coppex, 2000). Post-kolon
tiirevlendirmede ise tiirev ajan1 kolon ile dedektor arasinda yer alan bir reaktor tinitesine
ikinci bir pompa yardimi ile eklenir. Bu yontemde florofor olusum reaksiyonunun hizl
olmasi ve hareketli faz ¢6ziiciisii ile uyumlu olmasi gerekmektedir ve tiirev ajani sisteme
stirekli akis seklinde verildigi icin sarfiyat fazladir. Post-kKolon tiirevlendirmenin avantaji
ise kolondan ¢ikan analitler birbirinden ve diger matriks bilesenlerinden ayrilmis oldugu
icin her biri i¢in ayr1 reaksiyon gerceklestirilebilmesi ve ilgili bilesigin birden fazla
tiirevinin olugmasi olasiliginin en aza indirilmis olmasidir (Cardinael vd., 2015; Coppex,
2000).

2.6.2. Peptitlerin floresans o6zellikleri ve tiirevlendirilmesi

Floresans spektroskopisi ve ¢esitli uygulamalari son yillarda peptit ve proteinlerin
analizinde siklikla kullanilmaktadir. Aromatik amino asitler olan fenilalanin, tirozin ve
triptofan dogal floresansa sahiptir. Bu amino asitlerin yapilari ile absorpsiyon ve emisyon
spektrumlar1 Sekil 2.5’te goriilmektedir. Triptofan’in yapisindaki indol yapist floresans
ozelliginin ana kaynagidir. Tirozin, triptofan'a benzer bir kuantum verimine sahiptir,
ancak proteinlerde peptit zinciri ile etkilesim veya triptofana enerji aktarimi nedeniyle

tirozin emisyonu genellikle sondiiriiliir. Proteinlerin denatiirasyonu genellikle tirozin
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emisyonunun artmasina neden olur. Fenilalanin emisyonu ise nadiren, sadece tirozin ve

triptofan icermeyen peptit yapilarinda gozlenir (Lakowicz, 2006).
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Sekil 2.5. Dogal floresans ozellik gisteren fenil alanin, tirozin ve triptofan tn absorpsiyon ve emisyon
spektrumlart (A: absorpsiyon, E.: emisyon) (Lakowicz, 2006).

Peptit ve proteinler yapilarinda aromatik amino asitleri igermelerine karsin,
genellikle tlirev ajanlan ile tlirevlendirilmeleri gerekir. Bunun sebebi tiirev ajanlarinin
aromatik amino asitlere gore daha uzun absorpsiyon ve emisyon dalga boylarina sahip
olmasidir. Boylece etiketli protein ile diger etiketlenmemis proteinlerin varliginda
kolaylikla ¢alisilabilir (Lakowicz, 2006).

Peptitlerin N-ucundaki amino grubu ve C-ucundaki karboksil grubu tiirevlendirme
stirecinde yer alabilecek fonksiyonel gruplardir. Ancak karboksilik asidin aminlerle
reaksiyona girmeden Once aktive olmasi gerekliligi nedeniyle amino asitlerin
tirevlendirilmesinde kullanilan reaktiflerin ¢cogu amino grubunu hedefler. Bu iki
fonksiyonel grup disinda peptitler yapilarindaki amino asitlere gore siilfidril, hidroksil,
fenol, c-amino, guanidin ve tiazol gruplarn gibi tiirevlendirilebilir bagka fonksiyonel
gruplar da tastyabilirler (Koller ve Eckert, 1997).

Ticari olarak ftretilen birgok peptit tiirevleyici florofor ajan bulunmaktadir. Bu
amagla siklikla kullanilan tlirev ajanlarimin  bazilar1 dansil kloriir (DNS-CI),
florenilmetiloksikarbonil kloriir (FMOC-CI), 4-kloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-CI),
floresein, orto-ftalaldehit (OPA) ve floreskamindir. Bu reaktiflerin 6zellikleri Tablo

2.3’te verilmistir.
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Tablo 2.3. Peptitlerin floresans tiireviendirilmesinde kullanilan bazi tiirev ajanlar: ve ézellikleri.

Tiirev ajam Kimyasal formiil Hedef yap1 Tipik floresans
dalgaboylar1 (nm)
Eksitasyon Emisyon
H3C\N _CHjg
Primer ve sekonder
DNS-CI OO aminler, fenolik 298 545
hidroksil
o:?:o
Cl
OYCI
© Primer ve sekonder
FMOC-CI 265 315
C O aminler ve alkoller
Cl
Primer ve sekonder
=\
NBD-CI P aminler, alifatik 480 550
aminler
NO,
] Primer ve sekonder
Floresein . 494 521
aminler
OPA Sadece primer aminler 350 470
Floreskamin Sadece primer aminler 390 450
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2.7. Kemometri ve Deneysel Tasarim

Kemometri, kimyasal oOlglimlerin ve deney prosediirlerinin optimizasyonunu
gerceklestirmek ve toplanan analitik veriden maksimum bilgiyi elde etmek amaciyla
matematiksel ve istatistiksel yontemleri kullanan kimyasal bir disiplindir. Bu disiplin ¢ok
degiskenli istatistik, matematiksel modelleme, bilgisayar bilimi ve analitik kimya
bilgisinin birlikte kullanimini igerir. Kemometri modern analitik cihazlar tarafindan
tiretilen yogun veri akismin islenme gereksinimi sonucu gelistirilmistir. Kemometrik
yontemler sinyal isleme, deneysel tasarim, modelleme, optimizasyon, desen tanima,
smiflandirma ve goriintii isleme gibi bir¢ok amagla kullanilmaktadir (Otto, 2016).

Deneysel tasarim, yapilacak deneylerin etkili bir sekilde planlanmasi, yiirtitiilmesi
ve bu deneylerden elde edilen verilerin yorumlanmasi i¢in kullanilan istatistiksel bir
yontemdir. Bu tekniklerin benimsedigi yaklasim, c¢ok degiskenli verilerin, sistem
hakkinda bilgi saglamak i¢in kullanilabilecek dogrusal veya ikinci dereceden etkilesimli
ampirik bir fonksiyona uydurulmasidir (Hibbert, 2012).

Siklikla kullanilan geleneksel optimizasyon yaklasimi her seferde tek degisken
yontemi olarak adlandirilabilir. Bu yontemde diger degiskenler sabit tutulurken, her
seferde tek bir degiskenin etkisi incelenir. Deneysel tasarim yaklasiminda kullanilan ¢ok
degiskenli yontemlerde ise siirece dahil olan ¢ok sayida degiskenin etkisi ayni anda
incelenir. Cok degiskenli yontemlerle, degiskenlerin yanita dogrusal etkilerinin yani sira,
dogrusal olmayan etkileri de belirlenebilir. Ayrica faktorlerin etkisinin birlikte
arastirtlmasinin bir sonucu olarak, faktor etkilesimlerinin yanit tizerine etkisini belirlemek
de miimkiindiir. Biitiin bu ¢iktilar diistiniildiigiinde, ¢alisilan deneysel alan hakkinda
detayli bir bilgi sahibi olunabilir ve bu alan igerisindeki mutlak optimum noktasini
bulmak miimkiin olur. Son olarak bu yontemleri uygulamak icin gerekli olan deney
sayisinin tek degiskenli yontemlere gore daha az olmasi sayesinde, ¢ok daha fazla bilgi

daha az maliyet, zaman ve emek ile elde edilmektedir (Vera Candioti vd., 2014).

2.7.1. Deneysel tasarimin basamaklari

Deneysel tasarim yaklagimi sirasinda uygulanmasi gereken islemler asagidaki

basliklarda 6zetlenmistir (Montgomery, 2012; Vera Candioti vd., 2014).
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2.7.1.1. Sorunun tanimlanmasi

Deneysel tasarimi planlamaya baslarken ilk yapilmasi gereken sorunun taninmasi
ve net bir sekilde ifade edilmesidir. Bu basamak deneyin genel hedeflerini goz 6niinde
tutmak i¢in dnemlidir. Deneyin hedefi, sonuca etki eden degiskenlerin tespit edilmesi,
etkilerinin incelenmesi, optimizasyon, dogrulama ya da sistemin saglamliginin
tespitinden biri ya da birkag1 olabilir. Hedeflerin iyi bir sekilde belirlenmesi arastirilan
sorunun daha iyi anlasilmasina ve sorunun ¢oziimiine katki saglayacaktir (Montgomery,
2012).

2.7.1.2. Yanit degiskeninin secilmesi

Yontemin performansint gosteren bagimli degisken yamit degiskeni olarak
adlandirilir. Analitik ¢alismalarda geri kazanim, pik alani, alikonma ya da gé¢ zamant,
pik kuyruklanmasi gibi degiskenler yanit degiskeni olarak segilebilir. Calismanin ihtiyaci
dogrultusunda birden ¢ok yanit degiskeni segmek de miimkiindiir (Vera Candioti vd.,
2014).

2.7.1.3. Faktorlerin ve faktor seviyelerinin secilmesi

Yontemin performansini etkileyen bagimsiz degiskenler faktor olarak adlandirilir.
Analitik kimyadaki tipik faktorler pH degeri, reaktif konsantrasyonu, sicaklik, akis hizi,
¢oziicii vb. degiskenlerdir (Otto, 2016). Faktor seviyeleri ise bir faktoriin hangi degerlerde
arastinlacagini ifade eder. Ornegin pH faktdriiniin etkisi pH 3-7 araliginda 3 seviyede

arastirilacaksa, pH 3, 5 ve 7 seviyelerinde deneyler yiirttiiliir.

2.7.1.4. Deneysel tasarimin secilmesi

Deneysel tasarim yontemleri tarama tasarimlari ve yanit ylizey tasarimlari olarak
ikiye boliinebilir. Tarama tasarimlari ile siirece etkili faktorlerin belirlenmesi amaglanir.
Bu nedenle daha ¢ok sayida faktor genis aralikta ve genellikle iki seviyede arastirilir
(Montgomery, 2012). Tarama amaciyla en sik kullanilan tasarimlar tam faktoriyel (iki
seviyeli), pargal1 faktoriyel ve Plackett—Burman tasarimlardir. Yanit yiizey tasarimlari ise
ikinci dereceden bir yanit yilizeyinin modellenmesine olanak verir. Bu amagcla siklikla
kullanilan tasarimlar merkezi bilesen tasarimi ve Box-Behnken tasarimlaridir (Vera
Candioti vd., 2014).
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2.7.1.5. Deneylerin yapilmast

Deneysel tasarim secildikten sonra deneyler plana uygun olarak yiiriitiilmelidir.
Deneylerin yiiriitiilmesi sirasinda deneysel tasarimin ii¢ prensibi olan rastgelelestirme
(randomizasyon), tekrarlama (replikasyon) ve bloklama (blocking) ilkelerine dikkat
edilmelidir (Montgomery, 2012). Rastgelelestirme, deney planindaki deneylerin rastgele
bir sira ile yiriitilmesini ifade eder. Bu sayede kontrol edilemeyen degiskenlerin
sonuglart sistematik bir sekilde etkilemesinin oniine gecilir (Hibbert, 2012). Tekrarlama
(replikasyon) deneysel hatanin hesaplanmasi igin gereklidir. Bloklama ise deneyin
hassasiyetini arttirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bloklama ile aralarinda sistematik
farklar bulunan deney birimleri, kendi i¢cinde homojen olacak sekilde gruplara yani

bloklara ayrilir (Montgomery, 2012).

2.7.1.6. Verinin istatistiksel analizi

Deneylerin yapilmasinin ardindan elde edilen verilerin analizi i¢in istatistiksel
yontemler kullanilir. Deneysel tasarimda deney sonuglar1 yanit ile faktorler arasi iliskiyi
ifade eden bir denklem yani ampirik bir model kurmak i¢in kullanilir. Hipotez testi, giiven
araliklarinin belirlenmesi, atik analizi ve modelin uygunlugunun kontrolii de bu agsamada
yapilir (Montgomery, 2012). Veri analizi igin gelistirilmis istatistiksel yazilim
programlarini (Minitab, JMP, Design Expert vb.) kullanarak bu hesaplamalar1 yapmak ve

modele ait grafikleri olusturmak miimkiindiir.

2.7.1.7. Sonucglarin degerlendirilmesi ve éneriler

Veri analizi tamamlandiktan sonra deneyler hakkinda sonuglar ¢ikarmak
miimkiindiir. Bu agsamada elde edilen model denklemi ve grafikler yardimiyla ¢calismanin
hedeflerine uygun olarak, faktorlerin yanit {iizerinde etkisi, faktor etkilesimleri
degerlendirilebilir ya da ¢alisma alanindaki optimum nokta belirlenebilir. Son olarak
deneyden elde edilen sonucglari dogrulamak icin takip calismalar1 ve dogrulama testleri

de yapilmalidir (Montgomery, 2012).

2.7.2. Deneysel tasarimlar

Deneysel tasarimda bagimsiz degisken olan faktorler X, bagimli degisken olan yanit

ise y sembolii ile gosterilir ve faktor seviyeleri kodlar ile ifade edilir. Tasarim igin bir
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faktoriin iki degeri gerekliyse bu tasarim iki seviyeli olarak ifade edilir ve faktoriin aldig:
diisiik deger -1, yiiksek deger ise +1 ile ifade edilir. Ug seviyeli bir tasarimda ise faktdriin
aldig1 degerler diisiikk olandan yiiksek olana dogru sirayla -1, 0 ve +1 kodlar ile ifade
edilir. pH faktoriiniin pH 3-7 araliginda 2 ve 3 seviyeli tasarimlarda kodlanmasi Sekil
2.6’da gosterilmistir. Bu kodlama yoOntemi sonraki asamalarda yiiriitiilecek olan
matematiksel iglemlerin uygulanabilirligi ve tasarimlarin genel gdsterimlerinin

yapilabilmesi i¢in dnemlidir (Hibbert, 2012).

1 +1
(pH 3) (pH 7)

@ @ @

-1 0 +1
(pH 3) (PH 5) (PH 7)

Sekil 2.6. Faktor seviyelerinin kodlu gosterimi.

2.7.2.1. Tarama tasarimlar:
2.7.2.1.1. Tam faktoriyel tasarimlar

Iki seviyeli tam faktdriyel tasarimlar tarama amaciyla siklikla kullanilan deneysel
tasarimlardir. Faktoriyel tasarimlar faktorlerin seviyelerinin kombinasyonlar1 seklinde
ifade edilir. Faktoriyel tasarimlarda k sayida faktoriin L sayida seviyesi varsa L¥ sayida
kombinasyon mevcuttur (Hibbert, 2012). iki seviyeli iki faktorlii bir tasarimda yer alan
22 yani 4 kombinasyon Tablo 2.4’te gosterilmistir. Ayn1 tasarim Sekil 2.7°deki gibi
gorsellestirilebilir. Tam faktoriyel tasarimlarda bu kombinasyonlarin hepsinde deneyler

yiiriitiiliir (Otto, 2016).

-1, +1 +1, +1

Sekil 2.7. Iki seviyeli iki faktorlii tam faktoriyel tasarimin gésterimi.
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Tablo 2.4. Iki seviyeli iki faktorlii tam faktoriyel tasarimda deney plani.

Faktorler
Deney
X1 X2
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1

Iki seviyeli ii¢ faktorlii bir tasarim ise 2% yani 8 kombinasyon icerir. Bu
kombinasyonlar Tablo 2.5°te verilmistir. Ug faktorlii tasarimlar Sekil 2.8’deki gibi ii¢
boyutlu sekilde gorsellestirilir (Otto, 2016).

Tablo 2.5. Iki seviyeli ii¢ faktorlii tam faktoriyel tasarimda deney plani.

Deney Faktorler
X1 X1 X1
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
-1 +1 +1
8 +1 +1 +1
-~ e
X, - —L,

X1

Sekil 2.8. Iki seviyeli ii¢ faktorlii tam faktoriyel tasarimin gosterimi.
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2.7.2.1.2. Pargali faktoriyel tasarimlar

Tam faktoriyel tasarimlarda LX sayidaki kombinasyonlarin hepsi yiiriitiiliir. Az
sayida faktoriin oldugu durumlarda L¥ sayidaki deney kolayca vyiiriitilse de faktor
sayisinin artmastyla tasarimdaki kombinasyon sayisinin katlanarak artmasi tam faktoriyel
tasarimlarm uygulanabilirligini diisiiriir. Ornegin 2 seviyeli 7 faktorlii bir tasarimda 2’
yani 128 deney yapilmasi gerekmektedir.

Faktor sayisimin arttigi  durumlarda tam faktoriyel tasarimlar yerine
kombinasyonlarin belirli bir miktarinin se¢ildigi pargali faktoriyel tasarimlar tercih edilir.
Parcgali faktoriyel tasarimlarda deney sayis1 L¥P kadardir. p =1 olan bir parcali faktériyel
tasarimda deney sayis1 yartya diiser. 3 faktor 2 seviyeli yarim faktdriyel tasarimda 23 =
4 deney gerekmektedir (aym oOrnek tam faktoriyel tasarimda 2° = 8 deney
gerektirmekteydi). Bu sekilde tasarlanmis bir deney alami Sekil 2.9°daki gibi
gosterilebilir. Pargali faktoriyel bir tasarimda sekildeki renkli nokta ile gosterilen 4
noktada deneyler yiiriitiilebilir, ya da her noktanin tam zittindaki renklendirilmemis

noktalar se¢ilebilir (Otto, 2016).

X1
Sekil 2.9. Iki seviyeli ii¢ faktorlii parcali faktoriyel tasarimin gosterimi.

2.71.2.2. Yanit yiizey tasarumlari

Yanit ve faktorler arasindaki iliskiyi gosteren matematiksel modellerin dogrusal
iliskinin yani sira egri yanit yiizeylerini de gosterebilmesi i¢in faktorler en az 3 seviyede
aragtirtlmalidir. Bu iliskiyi gdstermesinden dolay1 {i¢ seviyeli faktoriyel tasarimlar, yanit
yiizey tasarimlari olarak bilinir. Tam faktériyel ii¢ seviyeli tasarimlar, yine L* sayida
deney icerdiginden 3* sayida deney gerektirir. Sekil 2.10’da ii¢ seviyeli iki faktorlii bir

tam faktoriyel tasarim goriilmektedir.
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Sekil 2.10. Ug seviyeli iki faktorlii par¢all faktoriyel tasarimin gosterimi.

Az sayida faktor i¢in 3 seviyeli tam faktoriyel tasarimlar kullanilabilir olsa da faktor
sayisinin artmasiyla yine deney sayisinin ¢ok artmasi nedeniyle baska yiizey yanit
tasarimlar1 gelistirilmistir. Bunlardan en sik kullanilanlar1 Box-Behnken ve merkezi

bilesen tasarimlaridir (Otto, 2016).

2.7.2.2.1. Merkezi bilesen tasarimi

Merkezi bilesen tasarimi tam veya pargali faktoriyel bir tasarimin ayn1 merkezi
tastyan bir yildiz tasarimi ile birlesimi ile olusturulur (yildiz tasarimi merkezden o
uzakliktaki noktalardan olusan bir tasarimdir) (Otto, 2016). Sekil 2.11’de 2 seviyeli bir
tam faktoriyel tasarim ile bir yildiz tasarimindan olusan ve merkez noktada yapilan {i¢
tekrar1 igeren 17 deneylik bir merkezi bilesen tasarimi gosterilmistir. Bu tasariminda

uygulanacak deneylerin kodlu gésterimi Tablo 2.6’da goriilmektedir.

Sekil 2.11. U¢ faktor icin merkezi bilesen tasarimin gosterimi.

22



Tablo 2.6. Ug faktorli merkezi bilesen tasariminda deney plani.

Faktorler
Deney

X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -ol 0 0
10 a 0 0
11 0 -a 0
12 0 a 0
13 0 0 -
14 0 0 a
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

2.7.2.2.2. Box-Behnken tasarimi

Sekil 2.12°de goriilen bu tasarimda noktalarin hepsi merkezden esit uzaklikta yer
alarak bir kiire olusturur. Bu tasarimda merkezi bilesen tasarimindan farkli olarak +o ve
— o seviyelerine gerek kalmadan sadece i seviyede ayarlama yeterlidir (Otto, 2016). Ug
faktoriin etkisinin arastirildigi ve merkez noktada yapilan {i¢ tekrar1 iceren 15 deneylik

bir Box-Behnken tasariminin deney plani Tablo 2.7°de gosterilmistir.
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Sekil 2.12. U¢ faktor icin Box-Behnken tasarimin gésterimi.

Tablo 2.7. U¢ faktorlii Box-Behnken tasariminda deney plani.

Faktorler
Deney

X1 X2 X3
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1

-1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

2.7.3. Matematiksel modelleme

Deneysel tasarimda olusturulan ampirik modeller

faktor-yanit arasindaki

matematiksel iliskiyi gosteren esitliklerdir. Ug faktorlii bir tasarim igin olusturulan tipik

bir esitlik asagidaki Esitlik 2.1°deki gibidir.

24



P = bo+ baxy + boXa + baxs + brixa? + baoXo? + bssxa? + bioxaxe + bisXaxs + bosxoxs  (2.1)

kesim faktorlerin ana faktorlere ait faktor etkilesimlerinin
noktast etkilerini gosteren kuadratik yanit iizerine etkisini
dogrusal terimler terimler gosteren terimler

¥ model yardimiyla hesaplanan yanit degeridir ve hatalar nedeniyle deneyde
gozlenen yanit ile ayni1 olmayabilir. b ile ifade edilen terimler modeldeki katsayilardir. bo
modelin kesim noktasidir. b1, b, ve bz katsayilarinin her biri ilgili faktoriin yanit
tizerindeki ana etkisini gosteren dogrusal terimlerdir. b11, b2 ve bas katsayilar1 kuadratik
terimlerdir ve ilgili faktoriin yanit izerindeki dogrusal olmayan (egimli) etkisini gdsterir.
b12, b13 ve bos ise faktor arasi etkilesimleri gosteren katsayilardir (Brereton, 2003).

Bir tasarimdaki deneyler yiiriitiildiikten sonra Esitlik 2.1’deki ampirik parametreleri
tahmin etmek i¢in bir ¢coklu regresyon yontemi olan en kii¢iik kareler yontemi kullanilir.
Bu yontem deneysel bir veri setinin olas1 en diisiik atik degeri olusturacak sekilde
matematiksel bir modele uydurulmasi igin kullanilir. flgili hesaplamalar1 yapmak igin

modelin Esitlik 2.2 ve 2.3’teki gibi matris seklinde gosterilmesi gerekmektedir.

Vmx; = Xanbnxl + emx, (2.2)
yl 1 x11 le xkl bO eo
Y2 1 X1 X2 oo X2 b, e
y=|" x=| . . . . b= e=|" 2.3)
Yn (1 Xy, Xop o Xppd by en

Esitlikteki y cevap vektorii, X secilen deneysel tasarimin matrisidir. b modelin
katsayilar1 tarafindan olusturulan vektor, e atik degeri, m ve n sirastyla matrislerden gelen
satir ve siitun sayisini temsil eder. Matematiksel doniisiimlerden sonra parametreleri
iceren bir b vektorii Esitlik 2.4 ile hesaplanir. Bu esitlik, deney alanindaki yanitin

davranigini tanimlayan yanit ylizeyinin yapiminda kullanilir.

bn.l = (er‘z.n Xm.n)_l(Xg.mym.i) (2-4)

Olusturulan bir ampirik modelde hesaplanan katsayilarin hepsi 6nemli ya da
anlamli olmayabilir. Model katsayilar1 hesaplandiktan sonra, bu durum anlamlilik testleri

ile kontrol edilir.
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Olusturulan modelin ¢alisilan deneysel alani tahmin edici bir sekilde tanimlayip
tanimlamadigr modelin kalitesini gosterir. Bu durum varyans analizi (ANOVA) ile
kontrol edilir. ANOVA ile deneyler yiiritilirken faktor seviyelerindeki degisiklik
nedeniyle ortaya cikan varyasyon ile Olgiimler sirasinda meydana gelen rastgele
hatalardan kaynakli varyasyon karsilastirilir. Bu analiz ile deneysel hata kaynaklari
varliginda da modelin yanitlart anlamli olarak tahmin edip edemedigi degerlendirilir.

ANOVA'da, veri kiimesi varyasyonunun degerlendirilmesi dagiliminin incelenmesi
ile yapilir. Her gozleme ait tekrarlarin (yjj) medyan degerinden (y) sapmasinin karesi

Esitlik 2.5 ile hesaplanur.
df = (vij — ¥)* (2.5)

Medyana iligkin tiim gozlem sapmalari i¢in karelerin toplami (SSit), regresyon
kaynakli karelerin toplami (SSreg) Ve model tarafindan {iiretilen atik kaynakli olan

karelerin toplami (SSres) olarak pargalanabilir (Esitlik 2.6).
SStot = SSreg + SSres (2.6)

Merkezi noktada tekrarlar yapildik¢a, tekrarlarla iliskili saf hatay1 tahmin etmek
mimkiindiir. Boylece, atiklar i¢in karelerin toplami (SSres), saf hata kaynakli karelerin
toplami1 (SSpe) uygunluk eksikligi kaynakli karelerin toplami (SSiof) olarak iki par¢aya
ayrilabilir (Esitlik 2.7).

SSres = SSpe + SSiof (2-7)

Her bir varyasyon kaynagi i¢in kareler toplaminin (toplam, regresyon, atik, uyum
eksikligi ve saf hata), ilgili serbestlik sayilarina boliinmesi ile karelerin medyani (MS)

elde edilir (Tablo 2.8).
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Tablo 2.8. Coklu regresyon kullanilarak deneysel veri igin olusturulmus matematiksel model i¢in varyans
analizi.

Varyasyon kaynag1 | Kareler toplami Serbestlik derecesi | Karelerin medyam
Regresyon "N - -1 SS
gresy! SSr0g= ) Z & — ¥)? p MS,,, = reg
i j D — 1
Atiklar A N . n- SS
SSres= ). Dy =9 P M,y = -
i Jj n—p
Uyum eksikligi "M, . - m- SS
yu g SSlof - . Z @ - yi)Z p M-Slof _ lof
i j m-—p
Saf hata e _ n-m SS
SSpe = Z S/ TR y)? MS,, = £
i j n—m
Toplam m™m _ n-1
P S =) Yy =)
i

ni, gbzlem sayisi; m tasarimdaki seviye sayisi, p modeldeki paremetre sayisi, ¥; i seviyesinde model tarafindan tahmin
edilmis degeri, y genel medyan, y;; her bir seviyede yapilmug tekrarlar, ¥; aym deneysel kosul setinde yapilnug
tekrarlarin medyani.

Regresyonun anlamliligi, regresyon karesinin medyani (MSreg) ile atik karesinin
medyaninin (MSyes) arasindaki oran ve bu varyasyon kaynaklarinin F testi ile
karsilagtirilmasi ile degerlendirilir.

Modeli degerlendirmenin diger bir yolu da uyum eksikligi degerini kullanmaktir.
Iyi olusturulmus bir modelde MSiof sadece sitemdeki rastgele hatalar1 yansitir. MSpe de
bu rastgele hatalarin bir gostergesidir ve bu iki degerin istatistiksel olarak farkli olmadigi
varsayilir. Bu iki medyan degeri arasinda fark F testi ile degerlendirilir.

Kisaca deneysel veri ile uyumlu bir model anlamli bir regresyon ve anlamsiz bir
uyumluluk eksikligi gostermelidir. Yani varyasyonun oOnemli bir kismi regresyon
denklemi ile tanimlanmis olmalidir (Bezerra vd., 2008).

Ancak anlamli bir model elde etmek, mutlaka verilerdeki varyasyonu dogru bir
sekilde acikladigi anlamina gelmez. Sonug olarak, model tarafindan agiklanan varyans
yiizdesini temsil eden artik grafikleri, tayin katsayismi (R?) ve ayarlanmis tayin
katsayisin1 (R%qj) degerlendirmek gerekir (Vera Candioti vd., 2014).

Olusturulan modeli kullanarak optimum noktayr bulmak i¢in modelin
gorsellestirildigi grafikler kullanilabilir. Kontur grafikleri (contour plot) iki faktoriin yanit
tizerine etkisinin iki boyutlu olarak gorsellestirildigi grafiklerdir. Grafikteki her bir kontur
cizgisi yanitin aldig sabit bir degeri ifade eder. Diger bir grafik tiirii olan yanit ylizey
grafikleri (surface plot) ise li¢ boyutlu grafiklerdir. Her iki grafik tiiriine ait 6rnekler Sekil
2.13’te gosterilmistir. Bu grafikleri inceleyerek, optimizasyon kriterlerine gore yanitin en
yiiksek, en diisiik ya da belirli bir araliktaki degeri aldig1 kosullar belirlenebilir.

27



Kontur grafigi Yanit yiizey grafigi
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Sekil 2.13. Kontur grafigi ve yanit yiizey grafigi 6rnekleri.

Ancak ikiden fazla faktdor olmasi durumunda grafiklerle optimum noktay1
belirlemek gii¢lesir. Bu durumlarda matematiksel fonksiyonun tiirevini almak ve sifira
esitlemek miimkiindiir. Bodylece kuadratik modelin kritik noktasinin (minimum,
maksimum ya da eyer noktasi) koordinatlar1 hesaplanabilir. Eger istenilen nokta modelin
kritik noktas1 degilse kisitli optimizasyon algoritmasini i¢eren bir yontem kullanilabilir

(Bezerra vd., 2008; Vera Candioti vd., 2014).

2.7.4. Isteklilik fonksiyonlar

Bir deneysel siliregte optimize edilmek istenilen birden fazla yamitin oldugu
durumlarda, her yanit igin en iyi sonucu veren bir kosul bulmak miimkiin olmayabilir. Bu
durumlarda genel yaklasim, uzlagmaci bir ¢6ziim iireterek her bir yanitin istenilen degere
belirli bir derecede yakin oldugu kosulu belirlemektir. Bu uzlasmaci optimum noktay1
belirlemek az sayida faktor ve yanitin oldugu durumlarda kontur grafiklerinin gorsel
incelenmesi ile miimkiin olabilir. Ancak faktor sayisinin ve yanitlarin arttigi durumlarda
optimizasyon islemi daha karmasik bir hal alir. Bu gibi durumlar i¢in birden ¢ok yanitin
tek bir yanita ¢evrildigi isteklilik fonksiyonlar1 gelistirilmistir.

Derringer isteklilik fonksiyonu (Derringer’s desirability function) birden ¢ok
yanitin optimize edilmesi gerektigi durumlarda siklikla kullanilan yontemlerden birisidir.
Bu yontemde analizler sonucu toplanmis olan her bir yanit degeri, bireysel isteklilik
fonksiyonlarina (d;9;) déniistiiriiliir. Isteklilik degerleri O ve 1 arasinda bir deger alir, 0
istenmeyen degeri, 1 ideal degeri ifade eder. Bu doniisiim agagidaki esitlikler yardimiyla

yapilir. Eger bir yanitin miimkiin olan en yiiksek degeri almasi isteniyorsa Esitlik 2.8, en
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diisiik degeri almasi isteniyorsa Esitlik 2.9, bir aralikta olmasi isteniyorsa Esitlik 2.10

kullanilir.
0 yl(X) < Li
A7 1S
diGe) =[] L<se <y (2.8)
1 i(x) > U;
1 y,(x) <L;
A t
di,(0) = {229 1 <500 < U, (2.9)
0 ?l(X) > Ui
( 0 ;i(X) < Li )
~ _71.15
[—y;ﬁ LiL‘] L;<35(x)<T,
di(y,(x)) =< 1 y(x)=T; - (2.10)
~ _ .t
[y[gzulijl] T; <y,(x) <U;
\ 0 y.(x) > U; J

Esitlikteki L; ve U; sirasiyla kabul edilebilir en diisiik ve en yiiksek degerler, T; ise
hedef degerdir. s ve t degerleri agirlik olarak adlandirilir ve yanitin istenilen degere
yakinliginin 6nemine gore belirlenir.

Her bir yanitin d;y; degerine ¢evrilmesinin ardindan, tasarimdaki her bir kosula ait
d;y; ile genel isteklilik (D) degeri Esitlik 2.11 ile hesaplanir. Bu basamakta analiz

acisindan daha 6nemli yanitlar varsa onlara ait isteklilik fonksiyonlarinin agirlig: (r) daha

yliksek tutulabilir.
1
D = (d*xd}?x ..x d;")E7 (2.11)

Tasarimdaki her kosul i¢in D degerleri hesaplandiktan sonra, bu deger tek yanit gibi

kullanilarak modelleme islemi ve optimizasyon islemleri kolaylikla yiiriitiilebilir (Vera

Candioti vd., 2014).
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3. GERECLER
3.1. Kimyasal Maddeler

Asetik asit : Merck, Almanya.
Asetonitril, YPSK gradient saflikta  : Carlo Erba, Fransa.
Borik asit : Merck, Almanya.
Des-asil grelin : Tocris, Ingiltere.
Floreskamin : TCI Chemicals, Japonya.
Formik asit, %99-100 : VWR Chemicals, Fransa.
Fosforik asit, %85 : VWR Chemicals, Fransa.
Grelin : Tocris, Ingiltere.
Metanol, YPSK gradient saflikta : Sigma Aldrich, Almanya.
Motilin : Tocris, Ingiltere.
Potasyum dihidrojen fosfat : Merck, Almanya.
Sodyum asetat trihidrat : Merck, Almanya.
Sodyum hidroksit : Merck, Almanya.

Su, YPSK safliginda . Isolab, Almanya.
Trifloroasetik asit >%99 : Sigma Aldrich, Almanya.

3.2. Cihazlar ve Diger Geregler

Buzdolab1 : Argelik, No Frost & Electronic, Tiirkiye.

Derin dondurucu : Panasonic, MDF-U500VX-PE, Japonya.

Hassas terazi : Mettler Toledo, XP205, isvicre.

Insan des-asil grelin ELISA Kiti : Bioassay technology Laboratory, E4218Hu, Cin.
Insan grelin ELISA Kiti : Bioassay technology Laboratory, E3091Hu, Cin.
Insan motilin ELISA kiti : Bioassay technology Laboratory, E1354Hu, Cin.
Karistiric : Eppendorf, Thermomixer Comfort, Almanya.

Millex, Durapore, PVDF (4 mm ¢ap, 0,2 um por
¢ap1), Japonya.

pH metre : Mettler Toledo, Seven Compact pH/ion meter
S220, Isvicre.

Santrifiij cihazi : Eppendorf, Centrifuge 5810 R, Almanya.

Siringa filtreler : GVS, rejenere seliiloz (13 mm ¢ap, 0,22 pm por

cap1), Amerika Birlesik Devletleri.
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Ultra saf su cihazi : Millipore, Ultrapure Water System, Fransa.

Ultrafiltrasyon tiipleri . Sartorius Vivaspin 2 (2000 dalton molekiil
agirhig1, Hydrosart membran), Ingiltere.

Ultrasonik banyo : Bandelin Electronic, RK510H, Almanya.

Vorteks karistirici : Velp Scientifica, ZX3, Italya.

YPSK dedektoru - Agilent, 1260 Infinity Floresans dedektor,
Almanya.

YPSK kolonlari : Agilent Zorbax Cg kolon (4,6 x 150 mm, 3,5 um
partikiil boyutu), Amerika Birlesik Devletleri.

YPSK . Agilent, 1290 Infinity Binary (ikili pompa,

degazor, otosampler ve termostatli kolon
boliimlerinden olusan) Sivi  Kromatografisi

Sistemi, Almanya.

3.3. Kullanilan Bilgisayar Programlari

Agilent Chem Station : Kromatogramlarin incelenmesi amaciyla kullanilmigtir.
GraphPad Prism 9 : Validasyon c¢alismalarinda verilerin istatistiksel analizi

amaciyla kullanilmistir.

Microsoft Excel 2021 : Veri yonetimi amaciyla kullanilmastir.
Minitab 10 : Deneysel tasarim c¢alismalarinda veri analizi amaciyla
kullanilmustir.
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4. YONTEM
4.1. Grelin Tayini
4.1.1. Standart cozeltilerin hazirlanmasi

Grelin stok ¢ozeltisi grelin standardinin %0, 1 formik asit igeren suda ¢éziinmesi ile
1 mg/mL derisimde hazirlanmistir. Des-asil grelin stok ¢ozeltisi, des-asil grelin
standardinin suda ¢6ziinmesi ile 1 mg/mL derisimde hazirlanmistir. Cozeltiler viallere
paylastirilarak -80°C’de saklanmustir. Farkli derisimdeki standart ¢ozeltiler, stok
cozeltiler su ile seyreltilerek hazirlanmis ve c¢alisilmadigi zamanlarda -20°C’de
saklanmigtir. Biitiin ¢6zeltilerin hazirlanisinda diisiik peptit adsorbsiyonlu vialler
kullanilmastir.

Tirevlendirme islemlerinde kullanilmak tizere borat tamponu (pH 9, 100 mM) ve
floreskamin ¢ozeltileri (1 mg/mL) hazirlanmistir. pH 9; 0,5 M stok tampon ¢ozeltisini
hazirlamak i¢in 0,31 g borik asit tartilmis ve 9 mL suda ¢oziilmiistiir. Bagka bir vialde 0,2
g NaOH tartilmis ve 1 mL suda ¢ozilmiistiir. Borik asit ¢ozeltisinin pH’s1 hazirlanan
NaOH ¢ozeltisi ile pH 9’a ayarlandiktan sonra, ¢ozelti hacmi su ile 10 mL’ye
tamamlanmigstir. 100 mM tampon ¢ozeltisi bu stok ¢ozeltinin su ile seyreltilmesi ile elde
edilmistir. Floreskamin stok ¢6zeltisi ise 1 mg floreskamin’in tartilip, 1 mL asetonitrilde
coziilmesi ile hazirlanmis ve karanlikta saklanmustir.

Tiirev kosullarmin Optimizasyonu sirasinda kullanilan floresan reaktiflerin
cozeltileri asagidaki sekilde hazirlanmistir. Biitiin floresan reaktif ¢ozeltileri -20°C’de ve
karanlikta muhafaza edilmistir. OPA reaktifi hari¢ tiim ¢6zeltilerin seyreltmeleri, ilgili
stok ¢ozeltisinin hazirlandig1 ¢oziicii ile yapilmistir. OPA reaktifi borat tamponu (pH 9,
100 mM) kullanilarak seyreltilmistir.

e OPA ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 27 mg OPA tartilmis ve 1 mL metanolde
¢coziilmiistiir. Bu ¢ozelti borat tamponu (pH 9, 100 mM) ile 10 mL’ye
tamamlanmistir. Cozeltiye 5 pL saf 2-merkaptoetanol eklenmis ve 2 dakika
vortekslenmistir. Bu ¢6zelti kullanilmadan 6nce 1/4 oraninda borat tamponu
(pH 9, 100 mM) ile seyreltilmistir (5 mM).

e FMOC-Cl c¢ozeltisi, 1 mg FMOC-ClI 500 pL asetonitrilde c¢oziilerek
hazirlanmistir (7,7 mM).
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e Floresein ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 0,32 mg floresein tartilmis, iizerine 320
uL dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenmis ve floresein’in ¢dziinmesi saglanmistir
(3 mM).

e 4-floro-7-nitrobenzofurazan (NBD-F) c¢ozeltisi 0,170 mg NBD-F tartilip,
1000 pL asetonitrilde ¢oziilerek hazirlanmistir (0,93 mM).

e Floreskamin ¢6zeltisi 2 mg floreskamin tartilip, 1 mL asetonitrilde ¢6ziilerek

hazirlanmistir (7,2 mM).

4.1.2. Cahsma ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Calisma ¢ozeltileri proteinleri ¢oktiirtilmiis plazmaya standart analit ¢ézeltilerinin
eklenmesi ile hazirlanmistir. Plazma numuneleri 1:3 oraninda asetonitril ilavesinin
ardindan 30 saniye boyunca vorteksle karigtiritlmig ve 15 dakika boyunca 6000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Slipernatantin tamami1 0,2 pm por ¢apli polivinilidin floriir (PVDF)
filtre ile siiziilerek baska bir viale ayrilmistir. Elde edilen bu siipernatantin 90 puL’si 10
uL standart analit ¢ozeltileri ile karistirilarak farkli derisimlerde ¢alisma ¢ozeltileri taze

olarak hazirlanmistir.

4.1.3. Tiirev kosullar

100 pL analit igeren plazmaya 50 pL tampon ¢ozeltisi (pH 9, 100 mM borat
tamponu) eklenmis ve vorteks yardimiyla iyice karistirilmistir. Ardindan viale 50 pL
floreskamin ¢ozeltisi (1 mg/mL derisimde, asetonitrilde hazirlanmis) eklenmis ve 30
saniye vortekslenmistir. 50°C’ye ayarlanmus karistiricida 4 dakika karistirilarak bekletilen

tiirev ¢Ozeltileri analiz i¢in viallere alinmustir.

4.1.4. Kromatografik kosullar
Analizler Zorbax Cg kolonda (4,6 x 150 mm, 3,5 um partikiil boyutu), hareketli faz

olarak %0,2 trifloroasetik asit iceren su ve %0,2 trifloroasetik asit igeren asetonitril ile
gerceklestirilmistir. Analizler i¢in gradient program kullanilmistir. Organik faz yiizdesi
(%B) 15 dakikada %40’dan %70’e artirilmistir. Ardindan kolonu yikamak amaciyla
organik faz yiizdesi 1 dakika igerisinde %90’a kadar ¢ikarilmis ve 4 dakika bu ¢ozelti ile
yikanmistir. Organik faz yilizdesi 30 saniyede tekrar %40’a distirtilerek bir sonraki

analizden once 2,5 dakika boyunca kolon sartlanmistir. Akis hizi 1 mL/dk ve kolon
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sicakligi 30°C’dir. Eksitasyon dalgaboyu 390 nm, emisyon dalgaboyu 495 nm olarak

ayarlanmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL’dir. Toplam analiz siiresi, yikamalar dahil 23

dakikadir.

4.1.5. Analitik yontem validasyonu

Gelistirilen yontemin validasyon caligmalar1 kapsaminda 6zgiinliikk, dogrusallik,
dogruluk ve kesinlik, LOD ve LOQ tespiti ve stabilite parametreleri arastirilmistir. Bu
parametreler arastirtlirken ICH (2005) ve FDA’nin Biyoanalitik Yontem Validasyon
Kilavuzu (FDA, 2018) kaynak olarak alinmistir.

4.15.1. Kesinlik ve dogruluk

Analitik yontemin dogrulugu, bulunmasi gereken deger (ya geleneksel bir gercek
deger ya da kabul edilen bir referans deger) ile bulunan deger arasindaki yakinlig1 ifade
eder. Kesinlik ise ayni numunenin ¢oklu 6rneklemesinden elde edilen bir dizi 6l¢iim
arasindaki yakinhigini ifade eder (ICH, 2005). Gelistirilen yontemin dogrulugunu ve
kesinligini gostermek amaciyla 40, 125 ve 500 ng/mL derisimlerinde grelin ve des-asil
grelin eklenmis plazma ¢6zeltileri hazirlanmis ve tiirevlendildikten sonra analiz
edilmistir. Analizler ayn1 giin igerisinde 6’sar tekrarla (giin ici) ve ii¢ set halinde (giinler
arasi) yapilmustir.

Hesaplamalar i¢in analizlerden elde edilen pik alanlar1 kullanilmistir. Yontemin
kesinligi [(standart sapma / ortalama) x 100] denklemi ile hesaplanan % bagil standart
sapma (BSS) ile, dogrulugu ise % geri kazanim [6lgiilen derisim / teorik derisim x 100]

degerleri ile degerlendirilmistir.

4.1.5.2. Dogrusallik

Analitik prosediiriin dogrusalligi, belirli bir derisim araliginda numunedeki analitin
derigimi ile dogru orantili olan sonuglar elde edilmesi ile gosterilir (ICH, 2005). Y 6ntemin
dogrusalligin1 gostermek amaciyla grelin ve des-asil grelin’in 20-800 ng/mL derisim
araliginda 6 nokta iceren 3 kalibrasyon seti hazirlanmis ve farkli giinlerde tekrarl
analizleri ile gerceklestirilmistir.

Eklenen derisimler ile elde edilen sonuclar (pik alanlari) kullanilarak lineer
regresyon analizi yapilmis, egim, kesim ve tayin katsayisi degerleri hesaplanmuistir.
Yontemin dogrusalligi tayin katsayisi (R?) degeri ile degerlendirilmistir.
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4.1.5.3. Saptama siniri ve tayin siniri

Gelistirilen yontemin LOD ve LOQ tespiti igin farkli seviyelerdeki kalite kontrol
numunelerinin  analizlerine ait kromatogramlardaki sinyal/giiriiltii  degerleri
kullanilmistir. Her bir analit i¢in sinyal/giiriiltii oraninin 3 oldugu derisim LOD ve 10

oldugu derisim LOQ olarak belirlenmistir.

4.1.5.4. Ozgiinliik
Bir analitik yontemin 6zgiinliigii, numunedeki olasi girisim yapan bilesenlerin
varliginda analiti ayirt etme ve tayin etme yetenegidir (ICH, 2005). Gelistirilen yontemin
Ozglinliigiinii degerlendirmek amaciyla 6 farkli goniilliden toplanan plazma numuneleri
analiz edilerek, analitlerin alikonma zamaninda bozucu piklerin varligi incelenmistir.
Ayrica 125 ng/mL derisimde grelin ve des-asil grelin i¢eren plazma numunesinin
analizinde pik safligi degerleri de yontemin Ozgiinliigiinii destekler bir bilgi olarak

degerlendirilmistir.

4.15.5. Stabilite

Analit ¢ozeltilerinin ¢alisma kosullarindaki dayanikliligi stabilite caligmalari ile
gosterilmistir. Bu amagla ti¢ farkli derisimde (400, 1250 ve 5000 ng/mL) grelin ve des-
asil grelin igeren standart ¢ozeltiler kisa donem bekletme (24 saat, oda sicakliginda), uzun
donem bekletme (1 hafta, -20°C’de) ve dondurma-eritme dongiisiine (3 dongii) maruz
birakilmistir. Ardindan ¢ozeltiler bos plazmaya ilave edilerek 40, 125 ve 500 ng/mL
derisimlerinde analit iceren plazma c¢ozeltileri elde edilmistir. Bu ¢ozeltiler
tiirevlendirildikten sonra 3 tekrarli analiz edilerek ¢Ozeltilerin stabiliteleri incelenmistir.

Analizlerden elde edilen pik alanlar1 kullanilarak geri kazanim degerleri

hesaplanmis ve standart analit ¢ozeltilerinin stabilitesi degerlendirilmistir.

4.1.5.6. Geri kazanim

Numune hazirlama yontemi olarak asetonitil ile protein ¢oktirme ve kati faz
ekstraksiyonu yontemleri kullanilarak denemeler yapilmistir. Numune hazirlama
yonteminin uygulanmasindan 6nce diisiik, orta ve yiliksek derisimde grelin ve des-asil
grelin eklenmis plazma numuneleri hazirlanmis ve ilgili islemlerin ardindan elde edilen

cozelti tiirevlendirilerek analiz edilmistir. Bu yontemlerin verimleri kalibrasyon egrisi
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yardimi ile hesaplananan geri kazanim degerleri ile karsilastirilmigtir. Geri kazanim (%)

degeri, [(hesaplanan derisim / eklenen derigsim) % 100] formiilii ile hesaplanmuistir.

4.1.6. Analitlerin insan plazmasinda tayini

Geri kazanim ¢aligmalart sirasinda hem grelin hem de des-asil grelin’in geri
kazanim degerlerinin ¢ok diisik olmasi ve yapilan biitin denemelere ragmen

iyilestirilememesi nedeniyle gelistirilen yontem numunelerde uygulanamamustir.

4.2. Motilin Tayini
4.2.1. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Motilin stok ¢dzeltisi motilin standardinin suda ¢oziinmesi ile 1 mg/mL derisimde
hazirlanmistir. Cozelti viallere paylastirilarak -80°C’de saklanmistir. Farkli derisimlerde
motilin igeren standart c¢ozeltiler, stok ¢ozeltiler su ile seyreltilerek hazirlanmis ve
calisilmadigr zamanlarda -20°C’de saklanmistir. Motilin igeren biitiin ¢dzeltilerin
hazirlanisinda diisiik peptit adsorbsiyonlu vialler kullanilmistir.

Tiirevlendirme islemlerinde kullanilmak iizere borat tamponu (pH 9, 100 mM) ve
floreskamin c¢ozeltileri (1 mg/mL) hazirlanmistir. pH 9, 500 mM stok tampon ¢6zeltisini
hazirlamak i¢in 0,31 g borik asit tartilmis ve 9 mL suda ¢6zlilmiistiir. Bagka bir vialde 0,2
g NaOH tartilmis ve 1 mL suda ¢ozlilmiistiir. Borik asit ¢ozeltisinin pH’s1 hazirlanan
NaOH c¢ozeltisi ile pH 9’a ayarlandiktan sonra, ¢ozelti hacmi su ile 10 mL’ye
tamamlanmistir. 100 mM tampon ¢ozeltisi, bu stok ¢ozelti su ile seyreltilerek elde
edilmistir. Floreskamin stok ¢6zeltisi ise 1 mg floreskamin’in tartilip, 1 mL asetonitrilde

¢Ozililmesi ile hazirlanmis ve karanlikta saklanmustir.

4.2.2. Cahsma c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Caligsma ¢ozeltileri proteinleri ¢oktiiriilmiis plazmaya standart motilin ¢ézeltilerinin
eklenmesi ile analiz Oncesi taze olarak hazirlanmistir. Plazma numuneleri 1:3 oraninda
asetonitril ilavesinin ardindan vorteksle karistirilmig ve 15 dakika, 6000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Stipernatantin tamami 0,2 pm por ¢apli PVDF filtre ile siiziilerek ayrilmistir.
Elde edilen bu siipernatantin 90 puL’sine 10 pL standart motilin ¢o6zeltisi ilave edilerek,

farkli derisimlerde ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanmistir.
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4.2.3. Numunelerin hazirlanmasi

300 pL insan plazmasi lizerine 900 pL asetonitril eklenerek karigtirilmis ve
proteinleri ¢oktiirilmistir. Karisim 15 dakika, 6000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Stipernatantin 1000 pL’si ultrafiltrasyon tiipiine almarak 4000 rpm’de 40 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Tiipteki membran istiinde kalan konsantre ¢ozelti alinarak,

tirevlendirilmis ve 0,2 um por ¢apli PVDF filtre ile siiziildiikten sonra analiz edilmistir.

4.2.4. Tiirev kosullar:

100 pL motilin i¢eren plazmaya 50 pL tampon ¢ozeltisi (pH 9, 100 mM borat
tamponu) eklenmis ve vorteks yardimiyla iyice karigtirilmistir. Ardindan viale 50 pL
floreskamin ¢ozeltisi (1 mg/mL derisimde, asetonitrilde hazirlanmis) eklenmis ve 30
saniye vortekslenmistir. Tiirev ¢ozeltileri 50°C’ye ayarlanmis karistiricida 4 dakika

karistirilarak bekletildikten sonra, analiz i¢in viallere alinmastir.

4.2.5. Kromatografik koesullar

Analizler Zorbax Cg kolonda (4,6 x 150 mm, 3,5 pum partikiil boyutu), hareketli faz
olarak %0,1 trifloroasetik asit i¢eren su ve %0,1 trifloroasetik asit iceren asetonitril ile
gergeklestirilmistir. Analizler i¢in gradient program kullanilmistir. Organik faz yiizdesi
(%B) 13 dakikada %30’dan %65’e artirilmistir. Ardindan kolonu yikamak amaciyla
organik faz yiizdesi 1 dakika igerisinde %90’a kadar ¢ikarilmis ve 4 dakika bu ¢ozelti ile
yikanmustir. Organik faz yiizdesi 30 saniyede tekrar %30’a diisiiriilerek bir sonraki
analizden Once 2,5 dakika boyunca kolon sartlanmistir. Akis hizi 1 mL/dk ve kolon
sicakligi 20°C’dir. Eksitasyon dalgaboyu 390 nm, emisyon dalgaboyu 495 nm olarak
ayarlanmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL’dir. Toplam analiz siiresi, yikamalar dahil 21

dakikadir.

4.2.6. Analitik yontem validasyonu

Validasyon ¢alismalar1 kapsaminda ICH (2005) ve FDA ’nin Biyoanalitik Yontem
Validasyon Kilavuzu (FDA, 2018) kaynak olarak alinarak ozgilinliik, dogrusallik,

dogruluk ve kesinlik, LOD ve LOQ ve stabilite parametreleri arastirilmistir.
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4.2.6.1. Kesinlik ve dogruluk

Gelistirilen yontemin dogrulugunu ve kesinligini gostermek amaciyla 7,5; 30 ve
120 ng/mL derisimlerinde motilin eklenmis plazma c¢ozeltileri hazirlanmig ve
tirevlendirildikten sonra analiz edilmistir. Analizler ayni1 giin igerisinde 6’sar tekrarla
(glin ici) ve ¢ set halinde (glinler arast) yapilmustir.

Hesaplamalar i¢in analizlerden elde edilen pik alanlari kullanilmistir. Yontemin
kesinligi % BSS [(standart sapma / ortalama) x 100], dogrulugu ise % geri kazanim

[6l¢iilen derisim / teorik derisim x 100] ile degerlendirilmistir.

4.2.6.2. Dogrusallik

Yontemin dogrusalligini gostermek amaciyla 2-200 ng/mL derisim araliginda 7
nokta igeren 3 Kkalibrasyon seti hazirlanmis ve farkli gilinlerde tekrarli analizleri
gergeklestirilmistir.

Eklenen derisimler ile elde edilen sonuglar (pik alanlari) kullanilarak lineer
regresyon analizi yapilmis, egim, kesim ve tayin katsayisi degerleri hesaplanmistir.

Yéntemin dogrusalligi tayin katsayis1 (R?) degeri ile degerlendirilmistir.

4.2.6.3. Saptama Stnirt ve tayin Sinirt

LOD ve LOQ tespiti i¢in farkli seviyelerdeki kalite kontrol numunelerinin
analizlerine ait kromatogramlardaki sinyal/giiriiltii degerleri kullanilmistir. Her bir analit
icin sinyal/giirtiltic oraninin 3 oldugu derisim LOD ve 10 oldugu derisim LOQ olarak

belirlenmistir.

4.2.6.4. Ozgiinliik

Geligtirilen yontemin 0zgilnliiglini 6 farkli goniilliden toplanan plazma
numunelerinin analizi ile arastirilmistir. Bu analizlere ait kromatogramlarda motilin’in
alikonma zamaninda bozucu piklerin varligi incelenmistir.

Ayrica 100 ng/mL derisimde motilin iceren plazma numunesinin analizinde
motilin’e ait pikin saflik degeri de hesaplanmig ve yontemin 6zgiinliigiinii destekler bir

bilgi olarak degerlendirilmistir.
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4.2.6.5. Stabilite

Analit ¢ozeltilerinin ¢alisma kosullarindaki dayanikliligi stabilite ¢aligmalart ile
gosterilmistir. Bu amagla 75, 300 ve 1200 ng/mL derisimlerinde motilin ¢ozeltileri
kullanilmistir. Cozeltiler kisa donem bekletme (24 saat, oda sicakliginda), uzun dénem
bekletme (1 hafta, -20°C’de) ve dondurma-eritme dongiisii (3 dongii) sonrasi bos
plazmaya ilave edilerek 7,5; 30 ve 120 ng/mL derisimlerinde motilin eklenmis plazma
cozeltileri elde edilmistir. Bu ¢ozeltiler tiirevlendirildikten sonra 3 tekrarli analiz edilerek
cozeltilerin stabiliteleri incelenmistir.

Analizlerden elde edilen pik alanlart kullanilarak geri kazanim degerleri

hesaplanmig ve standart ¢ozeltilerin stabilitesi degerlendirilmistir.

4.2.6.6. Geri kazanim

Numune hazirlama yontemi olarak protein ¢oktiirme ve ultrafiltrasyon yontemleri
ile denemeler yapilmistir. Plazmaya diisiik, orta ve yiiksek derisimde motilin ¢ozeltileri
eklenmesinin ardindan ilgili yontemler uygulanmis ve elde edilen ¢ozelti
tirevlendirilerek analiz edilmistir. Bu yontemlerin verimleri geri kazanim degerleri
kullanilarak karsilastirilmistir. Geri kazanim (%) degeri, [(6nceden analit eklenmis
plazmadaki pik alani) / (sonradan analit eklenmis plazmadaki pik alani)] x 100 formiilii

ile hesaplanmustir.

4.2.7. Analitlerin insan plazmasinda tayini

Yontemin uygulanabilirligi bes farkli goniilliiden alinan plazma numunelerindeki
motilin miktarlarinin tayini ile gosterilmistir. Numunelerdeki motilin miktarlar1 hem
gelistirilen yontemle hem de immiinolojik bir yontem olan bir ELISA Kiti ile tayin edilmis

ve bulunan sonuclar karsilastirilmistir.
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5. BULGULAR ve YORUM
5.1. Tiirev Kosullarmn Optimizasyonu
5.1.1. Tiirev ajaninin secilmesi ve 6n denemeler

Optimizasyon ¢alismalarina grelin i¢in uygun tiirev ajan1 arastirilarak baglanmustir.
Tiirev ajan1 olarak peptit tlirevlendirmede kullanilmakta olan OPA, FMOC-CI,
floreskamin, floresein ve NBD-F maddeleri denenmistir. Her tiirev ajani igin ilk 6nce
literatiir yardimiyla belirlenen protokoller denenmis, ardindan iyilestirmeler yapilmastir.
Farkli tiirev ajanlari ile olusan floresans tlirevlerin farkli kimyasal yapida olmalari
nedeniyle hizli bir kromatografik optimizasyonun ardindan yapilan analizlerin
kromatogramlar1 incelenmistir.

OPA reaktifinin hazirlanisi  ve tiirevlendirme protokolii Donzanti ve
Yamamoto’nun (1988) calismasindan uyarlanmistir. 5 mM OPA reaktifi ve ¢alisma
cozeltisinden esit hacimde alinarak olusturulan ¢ozelti karistirilmis ve 1 dakika
beklemenin ardindan enjeksiyon yapilmistir. Eksitasyon dalgaboyu 280 nm, emisyon

dalgaboyu 450 nm’ye ayarlanmustir.

Sekil 5.1°de bos ¢6zelti ve grelin ¢ozeltisinin belirtilen protokolle tiirevlendirilmesi
sonucu yapilan analizlerin kromatogramlar1 goriilmektedir. OPA’nin kendisinden

kaynaklanan pikler disinda grelin’e ait olabilecek anlaml1 bir pik gézlenmemistir.
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Sekil 5.1. OPA ile tiireviendirilmis (a) bos ¢ozelti ve (b) grelin ¢ozeltisinin kromatogramlart.

FMOC-CI ile tiirevlendirme protokolii Lozanov, Petrov ve Mitev’in (2004)
caligmasindan uyarlanmistir. 50 pL calisma ¢ozeltisi tizerine 100 pL. borat tamponu (pH
9, 100 mM) eklenmis ve vortekslenmistir. Ardindan ¢ozeltiye 150 uLL FMOC-CI ¢ozeltisi
(0,78 mM) eklenmis ve yavasga karistirilmistir. Cozelti 30 dakika karanlikta ve oda
sicakliginda bekletildikten sonra 30 pL derisik hidroklorik asit eklenmistir. Cozelti
vortekslendikten sonra analiz edilmistir. Eksitasyon dalgaboyu 265 nm, emisyon

dalgaboyu 315 nm’ye ayarlanmustir.

FMOC-CI ile yapilan tiirevlendirme ¢0zeltilerinin analizlerinde zemin oldukga
gliriltilidir. Sekil 5.2°de goriildiigi gibi yaklasik 18. dakikada gelen ve FMOC-CI ile
iliskili oldugu distiniilen pik oldukga biiyiiktiir. Bu piki kii¢iiltmek i¢cin FMOC-CI
derisimi azaltilmistir ancak tiirev reaksiyonunun gergeklesmesi i¢in yiliksek derisimde
FMOC-CI gerekmesi nedeniyle pik daha fazla kiigiiltiilememistir. Tiirevlendirme
sirasinda reaksiyon ortamina hidroklorik asit eklenmesi, piki Sekil 5.2°deki boyutlara
ulastirmig ancak daha fazla etki gostermemistir. Bu biiyiik pik disinda da FMOC-CI ile
iliskili birgok pik gézlenmistir. Bunun yani sira 35 ile 40. dakika arasinda grelin ile iligkili
olabilecek en az 4 pik gézlenmistir. Zemin giriiltiisii ve olast stabilite problemi nedeniyle

FMOC-CI ile galismalara son verilmistir.
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Sekil 5.2. FMOC ile tiirevlendirilmis (a) bos ¢ozelti ve (b) grelin ¢ozeltisinin kromatogramlari.

Floresein ile tiirev protokolii Cheng vd.’nin (2017) ¢alismasindan yola ¢ikarak
gelistirilmistir. 100 uL ¢alisma ¢ozeltisi tizerine 200 uL borat tamponu (pH 9, 100 mM)
eklenmistir. Cozelti vortekslendikten sonra 2 pLL 3 mM floresein ¢ozeltisi eklenmis ve
cozelti tekrar vortekslenmistir. Hazirlanan ¢ozelti 40°C’de ve karanlikta 17 saat boyunca

bekletilmis ve siire sonunda analiz edilmistir. Eksitasyon dalgaboyu 494 nm, emisyon

dalgaboyu 512 nm’ye ayarlanmustir.

[1gili analizlerin kromatogramlar1 Sekil 5.3’te verilmistir. Kromatogramlarda grelin

ile iliskili olabilecek bir pik gozlenememesi nedeniyle floresein ile ¢alismalara son

verilmistir.
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Sekil 5.3. Floresein ile tireviendirilmis (a) bos ¢ozelti ve (b) grelin ¢ozeltisinin kromatogramlari.

NBD-F ile yapilan galismalardaki protokol Yang vd.’nin (2006) calismasindan
uyarlanmigtir. 50 pL galisma ¢ozeltisi tizerine 100 pL borat tamponu (pH 9, 100 mM)
eklenmis ve vortekslenmistir. Cozeltiye 50 uL NBD-F (0,93 mM) ¢ozeltisi eklenmis,
vortekslenmis ve 25°C’de ve karanlikta 40 dakika bekletilmistir. Siire sonunda ¢ozeltiye
50 pL derisik hidroklorik asit eklenmis ve analiz edilmistir. Eksitasyon dalgaboyu 470

nm, emisyon dalgaboyu 540 nm’ye ayarlanmstir.

Sekil 5.4’te de goriildiigii gibi NBD-F ile hazirlanan ¢ozeltilerin analizinde grelin’e
ait olabilecek ve analitik kolonda tutunma siireleri ¢ok kisa olan ii¢ biiyiik pike
rastlanmistir. Olast grelin tiirev piklerine ait diisiikk tutunma siirelerinin, plazmadaki
Kirlilikler varliginda ayrimi1 zorlastiracagi diisiiniilerek NBD-F ile ¢alismalara devam

edilmemistir.
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Sekil 5.4. NBD-F ile tiireviendirilmis (a) bos ¢ozelti ve (b) grelin ¢ozeltisinin kromatogramlari.

Floreskamin ile yiiriitilen ¢aligmalar Eggenreich vd.’nin (2004) yonteminden
uyarlanmigtir. 10 pL calisma ¢ozeltisi, 40 puL borat tamponu (pH 8, 50 mM) ile
karigtirilmis, ardindan 50 pL floreskamin ¢ozeltisi (7,2 mM) eklenmis ve karistirilmistir.
4 dakikanin ardindan ¢6zelti sisteme enjekte edilmistir. Eksitasyon dalgaboyu 390 nm,
emisyon dalgaboyu ilk c¢alismalarda 450 nm’ye, ilerleyen analizlerde daha az giiriiltii

goriildigl icin 480 nm’ye ayarlanmigtir.

Floreskamin ile hazirlanan ¢ozeltilerin analizinde grelin’e ait olabilecek 2 biiyiik
pike rastlanmistir. ilgili kromatogramlar Sekil 5.5’te verilmistir. Grelin’in oktanoil
modifikasyonunun stabilitesinin bazik ortamda azalmasi (Hosoda vd., 2004) ve
tiirevlendirme protokoliiniin pH 9 borat tamponu kullanilarak yapilmis olmasi nedeniyle
baslangigta bu piklerin grelin ve des-asil grelin’in floreskamin tiirevlerine ait
olabilecekleri diistiniilmiistiir. Tim analizler degerlendirildiginde daha az zemin
gliriiltiisii gézlenmesi ve grelin ile des-asil grelin’e ait olabilecek iki pik gozlenmesi

nedeniyle ¢alismalara floreskamin ile devam edilmesine karar verilmistir.
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Sekil 5.5. Floreskamin ile tiirevlendirilmis (a) bos ¢ozelti ve (b) grelin ¢ozeltisinin kromatogramlari.

Tirev ajanm1 olarak floreskamin’in se¢ilmesinin ardindan ilk is olarak
kromatogramlarda goriilen iki piki ayirmak hedeflenmis ve bu amagla hareketli faz igerigi
degistirilip, daha diisiik organik ¢oziicii iceren bir hareketli faz kullanilmistir. Bu yeni

kosullarda piklerin ayrimi artmis, ancak ikiden fazla pik oldugu gézlenmistir (Sekil 5.6).

FLD1 A, Ex=390, Em=480 (PEPTIDIPEPTID 2020-02-14 12-11-2511AC-0201D)
i

0 5 10 15 2 % 0 3% 4 min

Sekil 5.6. Floreskamin ile tiireviendirilmis grelin ¢ozeltisinin YPSK-FL ile elde edilmis kromatogram.

Analiz kogullari: Ci kolon (100 x 4,6 mm, 3,5 um, 300 A); gradient program, 25 dakikada %30-50 B,

hareketli faz icerigi A:%0,1 formik asit iceren su, B:%0,1 formik asit iceren asetonitril; 0,3 mL/dk akis
hizi, 50°C kolon sicakiigi, 390 nm eksitasyon dalgaboyu, 480 nm emisyon dalgaboyu.

[k olarak tiirev reaksiyonu sirasinda grelin’in ortam kosullarindan etkileniyor
olabilecegi ve pargalandigi diistiniilmistir. Yiksek pH’larda grelin’in oktanoil
modifikasyonunun bozuldugu ve des-asil grelin olustugu bilinmektedir. Floreskamin ile

tiirev reaksiyonunun pH 8-10 gibi yiiksek pH’larda ger¢eklesmesi nedeniyle bozunma
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gerceklesmis olabilir. Ancak Hosoda vd. (2004) farkli pH’larda (pH 3-7,5), oda
sicakliginda ve 1 saat bekleyen plazma numunelerinde en fazla %20 bozunma oldugunu
belirtmislerdir. Optimizasyon ¢aligsmalar1 sirasinda reaksiyon siiresinin 5 dakika oldugu
g6z Onilinde bulundurularak, bu kadar kisa siirede, fazla sayida ve yiiksek sinyale sahip
bozunma firiinlerinin olusmasi diisiikk ihtimaldir. Diger bir olasilik ise grelin’in farkli
yerlerinden floreskamin ile reaksiyon vererek, birden ¢ok tiirev iiriinii olusturmasidir.
Aminlerle reaksiyona giren tiirev ajanlarinin protein ve peptitlerin N-ucunun yani sira,
lizin gibi primer amin igeren amino asitlerle de reaksiyon verdigi bilinmektedir.
Proteinlerde ¢ok¢a bulunan lizin kalintis1 nedeniyle tek protein molekiiliine bir¢ok
florofor baglanabilmektedir (Toseland, 2013). Duan vd. (2017) proteinlerin floreskamin
ile etiketlenmesinin proteindeki lizin varligi ve reaktivitesinden onemli Olgiide
etkilendiginden bahsetmislerdir.

Ilgili piklerin pargalanma {iriinii mii yoksa grelin’e birden c¢ok floreskamin
baglanmas1 sonucu olusan tiirevler mi oldugunu aydinlatmak amaciyla tiirev
¢ozeltilerinin  Anadolu  Universitesi Doping ve Narkotik Maddeler Analiz
Laboratuvarinda (DOPNA-LAB) YPSK-KS analizleri ger¢eklestirilmistir. Sekil 5.7°de
tirevlendirilmemis grelin ¢ozeltisi, bos ¢6zelti (grelin igermeyen ¢ziicii, tampon ve tiirev
¢ozeltisinden olusan) ve floreskamin ile tiirevlendirilmis grelin ¢ozeltisinin YPKS-KS

kromatogramlari goriilmektedir. KS spektrumlari Sekil 5.8’de verilmistir.
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Sekil 5.7. YPSK-KS kromatogramlar: (a) tiireviendirilmemis grelin ¢ozeltisi, (b) bos tiirev ¢ozeltisi, (c)
floreskamin ile tiirevlendirilmis grelin ¢ozeltisi. Analiz kosullari: Cig kolon (100 x 4,6 mm, 3,5 um, 300 A);
gradient program, 25 dakikada %30-50 B, hareketli faz icerigi A:%0,1 formik asit i¢eren su, B:%0,1 formik
asit iceren asetonitril; 0,3 mL/dk akis hizi, 50°C kolon sicaklig.
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Sekil 5.8. YPSK-KS spektrumlar (a) 1.pik (11,3. dakika), (b) 2.pik (13,5. dakika), (c) 3.pik (14,5. dakika),
(d) 4.pik (19,8. dakika), (e) 5.pik (21,2. dakika), (f) 6.pik (27,5. dakika).
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Tablo 5.1°de gozlenen kiitle/yiik oranlar1 ve Onerilen molekiillerin molekiiler
agirliklart  verilmistir. Gozlenen kiitle/yiikk degerleri grelin’in farkli yerlerinden
tiirevleniyor oldugunu kanitlamigtir. Kromatogramlarda grelin’in 1, 2, 3 ve 4 floreskamin
molekiili ile reaksiyona girerek olusan tiirevleri goriilmektedir. Bu tiirevler
floreskamin’in grelin yapisinda yer alan 4 adet lizin amino asiti ile reaksiyonu sonucunda

olusmustur (Sekil 2.3).

Tablo 5.1. Grelin’in tiirev bilesenlerine ait kiitle/yiik degerleri.

Molekiil Molekiil agirhg: Alikonma zamani m/z
(Da) (dakika)
Grelin 3371,90 33 843,7252
675,1822
562,6512
43 843,7264
675,1842
562,6528
Grelin + 1 floreskamin 3650,16 11,3 913,2432
730, 7936
609,1615
Grelin + 2 floreskamin 3928,43 13,5 982,7509
786,4052
655,5044
14,5 982,7509
786,4052
655,5044
19,8 982,7509
786,4052
655,5044
Grelin + 3 floreskamin 4206,69 21,2 1052,2731
842,0153
701,8472
Grelin + 4 floreskamin 4484,95 27,5 1121,7788
897,6291
751,6805
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Bu bulgular esliginde tiirev kosullarinin optimizasyon c¢alismalarina devam
edilmistir. 11k olarak ortam pH’s1 degistirilerek lizin reaktivitesi azaltilip, pik sayisinin
azaltilmas1 ya da reaksiyon siiresi artirtlarak, tiim lizin gruplarmin tiirevlendirilmesi
denenmistir. Bu islemlerin basarili olmamasi nedeniyle, en yiiksek sinyale ve en iyi pik
sekline sahip olan ilk grelin piki (bir floreskamin bagl olan grelin molekiiliine ait pik) ile
caligmalara devam edilmistir.

Grelin ile yapilan calismalarda tiirev ajan1 olarak floreskamin’in secilmesinin
ardindan motilin de aym protokolle tiirevlendirilerek analiz edilmistir. Yapilan ilk
denemelerde motilin’e ait iki pike rastlanmistir (Sekil 5.9). Bu iki pikin, motilin’in
yapisinda iKki adet lizin amino asidi bulunmasi nedeniyle (Sekil 2.4), bir ve iki adet
floreskamin molekiilii bagli motilin tirevleri oldugu varsayilmistir. Sekil 5.9’daki
kromatogramda ayrimi tam olarak saglanamamis olsa da sonraki ¢aligmalarda ayrimi

iyilestirilen ikinci pik ile ¢alismalara devam edilmistir.
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Sekil 5.9. Floreskamin ile tiirevlendirilmis (a) bos ¢ozelti ve (b) motilin ¢6zeltisinin kromatogramlari.
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5.1.2. Parcal faktoriyel tasarim

Tiirev reaksiyonuna etki eden faktorleri belirlemek amaciyla bir tarama tasarimi
olan par¢ali faktoriyel tasarim uygulanmistir. Faktorler tampon pH’s1, tampon derisimi,
floreskamin ¢ozeltisinin derigimi ve sicakligl olarak belirlenmis ve faktor seviyeleri 6n
denemelere gore Tablo 5.2°deki gibi secilmistir. Bu faktorlerden hangilerinin yanit
iizerine anlamli derecede etkili oldugunu incelemek i¢in 4 faktériin 2 seviyede
arastirilmasi icin gerekli olan 8 (2*%) deneye 3 tane orta nokta eklenmis ve 11 analizden

olusan bir deney planlanmistir (Tablo 5.3).

Tablo 5.2. Par¢ali faktoriyel tasarimda kullanilan faktorler ve seviyeleri.

Seviyeler
Faktorler
-1 0 +1
X1 (pH) 7 8,5 10
X2 (Tampon derigimi (mM)) 100 350 500
X3 (Floreskamin derisimi (mg/mL)) 0,2 0,6 1,0
Xa (Sicaklik (°C)) 20 35 50

Tablo 5.3. Par¢ali faktoriyel tasarima gore deney plam ve gozlenen yanit degerleri.

Y1 Y2
Sira X1 X2 X3 X4 (Motilin (Grelin Pikinin

Pikinin Alam) Alam)
1 -1 -1 -1 -1 0,572 0,243
2 1 -1 -1 1 1,355 0,687
3 -1 1 -1 1 0,222 0,348
4 1 1 -1 -1 0,742 0,262
5 -1 -1 1 1 1,029 0,696
6 1 -1 1 -1 1,585 0,274
7 -1 1 1 -1 1,242 0,290
8 1 1 1 1 1,156 0,660
9 0 0 0 0 1,539 0,543
10 0 0 0 0 1,530 0,542
11 0 0 0 0 1,458 0,543
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Tiirev ¢ozeltileri Tablo 5.3’te verilen plana uygun olarak hazirlanmistir. Hazirlanan
cozeltiler YPSK ile rastgele sirayla analiz edilmistir. Amacin reaksiyon verimini artirmak
olmasi nedeniyle yanit olarak kromatogramlardaki pik alanlari kullanilmig ve Esitlik

5.1°de verilen matematiksel modeli olusturmak igin gerekli hesaplamalar yapilmistir.

y = by + bixy + byxy + bsxs + byxy + byyxX1X5 + by3x1X3 + biaxix,  (5.1)

Esitlikteki x degerleri faktorleri, y degerleri yaniti, b degerleri ise katsayilar1 ifade
etmektedir. p-degeri 0,05 ten biiyiik olan katsayilar %95 giiven seviyesinde anlamlidir ve
yanit tizerine anlamli olarak etkisi vardir. Hesaplanan modeldeki katsayilar Tablo 5.4’te
verilmistir. Motilin’in pik alani tizerine sicaklik hari¢ ti¢ faktoriin, grelin’in pik alani
lizerine ise tiim faktorlerin etkili oldugu goriilmektedir. Sicaklik motilin pikinin alani
tizerinde etkili bulunmazken, grelin pikinin alani {izerine en etkili olan faktordiir. Motilin

pikinin alani iizerine ise en ¢ok floreskamin derisimi etki etmistir.

Tablo 5.4. Parc¢ali faktoriyel tasarim igin hesaplanan katsayilar.

Katsayi Motig\n Pikinin Grelin Pikinin
lam Alam
bo 0,9879* 0,4325*
b1 0,2216* 0,0383*
b, -0,1474* -0,0425*
bs 0,2651* 0,0475*
b4 -0,0474 0,1653*
b1z -0,1131* 0,0328*
b13 -0,1041* -0,0512*
b1a 0,0934* 0,0375*
R? 0,9972 0,9999
Diizeltilmis R? 0,9874 0,9999
Model p-degeri 0,0098 <0,0001
Egrilik p-degeri 0,0033 <0,0001

* p-degeri 0.05’ten diisiik olan katsayilar.
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Modellerin p-degerinin 0,05’ten kiigiik bulunmasi ve yiiksek R? degerleri (Tablo
5.4) modelin uygunlugunu gosterir. Ayrica modelin egriligi de 0,05’ten kiigiik p-degeri
ile anlamli bulunmustur. Bu durum faktorlerin yanit {izerine kuadratik etkilerinin var
olabilecegini gosterir. Parcali faktoriyel tasarim ile kurulan bu matematiksel model,
faktorlerin bireysel etkilerinin ve faktor etkilesimlerinin lineer etkisinin gdsterimi igin
uygundur ancak kuadratik etkileri gdsteremez. Bu nedenle uygun bir yanit yiizey metodu

kullanilarak faktor etkilerinin daha detayli arastirilmasi gerekmistir.

5.1.3. Box-Behnken tasarimi

Pargal1 faktoriyel tasarim kullanilarak tiirev reaksiyonuna en ¢ok etki eden faktorler
pH, floreskamin derisimi ve sicaklik olarak belirlendikten sonra bir yanit yiizey yontemi
yontemi olan Box-Behnken yontemi planlanmistir. Faktor seviyeleri parcali faktoriyel
tasarim ile aymi birakilmistir (Tablo 5.5). Ug faktor i¢in 15 analizden olusan Box-Behnken

tasarimi Tablo 5.6°da verilmistir.

Tablo 5.5. Box-Behnken tasariminda kullanilan faktorler ve seviyeleri.

Seviyeler
Faktorler
-1 0 +1
X1 (pH) 7 8,5 10
X2 (floreskamin derisimi
(mg/mL)) 0,2 0,6 1,0
Xz (Sicaklik (°C)) 20 35 50
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Tablo 5.6. Box-Behnken tasarimina gore deney plani ve gozlenen yanit degerleri.

y1 y2
e T I I I I

Alam) Alam)
1 -1 -1 0 0,749 0,911 0,011 | 0,002 | 0,005
2 1 -1 0 1,252 1,138 0,674 | 0,387 | 0,511
3 -1 1 0 0,768 0,935 0,037 | 0,041 | 0,039
4 1 1 0 1,370 1,175 0,829 | 0,449 | 0,610
5 -1 0 -1 0,837 0,965 0,128 | 0,093 | 0,109
6 1 0 -1 1,331 1,141 0,778 | 0,391 | 0,551
7 -1 0 1 0,886 1,129 0,192 | 0,370 | 0,267
8 1 0 1 1,304 1,201 0,743 | 0,494 | 0,606
9 0 -1 -1 1,231 1,279 0,646 | 0,626 | 0,636
10 0 1 -1 1,381 1,302 0,843 | 0,664 | 0,748
11 0 -1 1 1,274 1,375 0,703 | 0,787 | 0,744
12 0 1 1 1,488 1,459 0,985 | 0,931 | 0,957
13 0 0 0 1,377 1,201 0,839 | 0,493 | 0,643
14 0 0 0 1,371 1,195 0,830 | 0,482 | 0,633
15 0 0 0 1,379 1,196 0,841 | 0,484 | 0,638

Tablo 5.6’da verilen plana uygun olarak hazirlanan tiirev ¢ozeltileri YPSK ile
rastgele sirayla analiz edilmistir. Yanit olarak kromatogramlardaki grelin ve motilin pik
alanlar1 kullanilmis ve Esitlik 5.2’de verilen matematiksel modeli olusturmak igin gerekli
hesaplamalar Minitab programi ile yapilmustir.

(5.2)

y = bg + byxy + byxy + byXg + by X7 + by x5+by3x% + biyxx, +
bi3x1X3 + by3X,X3

Hesaplanan modeldeki katsayilar Tablo 5.7°de verilmistir. Modelin p-degerinin
0,05°ten kiigiik ve R? degerlerinin yiiksek bulunmasi (Tablo 5.7) modelin uygunlugunu
gostermektedir. Tabloda da goriildiigii gibi pH her iki yanit iizerine de anlamli etki
gostermektedir. Floreskamin derisimi motilin’in, sicaklik ise grelin’in alani tizerinde
etkili bulunmustur. iki yanitin es zamanli optimizasyonunu yapabilmek i¢in Derringer
isteklilik  fonksiyonu kullanilmistir. Pik alanlarinin  en yiiksek degeri almasi

istendiginden, Esitlik 2.8 kullanilarak yanitlar d;y; degerlerine ¢evrilmis ve bireysel
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isteklilik fonksiyonlarinin geometrik ortalamasi ile her bir kosul i¢cin D degeri
hesaplanmistir. Son olarak bu D degeri, tek yanit olarak kullanilarak hesaplamalar
yapilmustir. D igin kurulan modele ait katsayilar da Tablo 5.7’de goriilmektedir. Modele
ait ana, kuadratik ve etkilesim etkilerinin goreli bliylikligiinii ve istatistiksel dnemini
karsilastirmak igin olusturulmus Pareto grafigi Sekil 5.10’da verilmistir. Sekildeki kesikli
¢izgi 0,05 seviyesinde anlamlilig1 ifade etmektedir ve ¢izginin sagina gecen terimler bu
seviyede anlamli bulunmus olanlardir. Olusturulan modelde her ii¢ faktér de anlaml
bulunmustur. pH ve sicakligin dogrusal etkilerinin yani sira kuadratik etkilerinin de

oldugu ve faktorler arasinda en cok pH’nin yanit iizerine etkisi oldugu goriilmektedir.

Tablo 5.7. Box-Behnken tasarumi i¢in hesaplanan katsayilar.

Katsay! MotlgrllaF:lllkmm Grelm;ii(mm D
bo 1,3760* 1,1970* 0,6380*
b1 0,2521* 0,0894* 0,2322*
b, 0,0626* 0,0210 0,0572*
bs 0,0215 0,0596* 0,0662*
b1 -0,2975* -0,2012* -0,3674*
b2 -0,0435 0,0436 0,0206
D3 0,0113 0,1128* 0,1126*
b12 0,0248 0,0033 0,0163
b1s -0,0190 -0,0260 -0,0258
b3 0,0160 0,0152 0,0252
R? 0,9853 0,9804 0,9845
Diizeltilmis R? 0,9588 0,9451 0,9566
Model p-degeri 0,0005 0,0010 0,0005

* p-degeri 0.05’ten diisiik olan katsayilar.
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Pareto Grafigi
(Yanit: D; a = 0.05)

Terim

Faktdr Adi
A pH
Ax B Floreskamin derigimi
C Sicaklik

AC

BC

AB

0 2 4 6 8 10 12
Standartlastiriimis Etki

Sekil 5.10. Modele ait terimlerin anlamiiigint gésteren Pareto grafigi.

D degeri igin hesaplanan modele ait kontur ve yamit yiizey grafikleri Sekil 5.11’da
verilmistir. Bu grafikler ve Minitab programi yardimiyla hesaplanan optimum kosullar
pH 9, 1 mg/mL floreskamin derisimi ve 50°C olarak belirlenmistir. Son olarak belirlenen
optimum kosulda analiz gergeklestirilmis ve her iki yanit i¢in de (grelin ve motilin’e ait
piklerin alanlar1) beklenene yakin degerler gézlenmistir (Tablo 5.8).
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D icin kontur grafikleri

10- Floreskamin derisimi*pH Sicaklik*pH D
‘ < 02
02 - 04
i M 04 - 06
05 M 06 - 03
| | > 08
0,0 Sabit tutulan degerler
pH 0
Floreskamin derisimi 0
0,5+ Sicakhk 0
41,01 -
1,0 05 0,0 0,5 1,0

Sicaklik*Floreskamin derisimi

-1.0 -05 0,0 0,5 1.0

Sabit tutulan degerler

Floreskamin derigsimi 0
Sicaklik

Floreskamin derigin Sicaklik

Sicaklik

0
Floreskamin derigimi 1

Sekil 5.11. Genel isteklilik (D) igin olusturulan modele ait kontur ve yanit yiizey grafikleri.

Tablo 5.8. Optimizasyon sonucu beklenen ve gozlenen yanit degerleri.

Yamt Beklenen deger Gozlenen deger
Motilin Pikinin Alani 1,49 1,44
Grelin Pikinin Alan 1,45 1,34
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5.2. Grelin Tayini
5.2.1. Kromatografik yontemin optimizasyonu
Kromatografik yontemin optimizasyonu icin kolon ¢esitleri ve uzunlugu, hareketli
fazin organik ¢oziicii ve asit icerigi, akis hizi, kolon sicakligi, eksitasyon ve emisyon
dalga boyu parametreleri taranmis ve ¢esitli analizlerdeki ayrim faktori, pik genisligi ve
kuyruklanma faktorii degerleri belirlenmistir. Kromatogramlarda plazma ve tiirev ajani
kaynakli ¢ok sayida pik gozlenmesi bu siirecin tamaminin deneysel tasarim yontemleri
ile yiiriitiilmesini gii¢lestirmistir. Bu nedenle kromatografik parametreler geleneksel tek
degiskenli yontemle optimize edilmistir.
Eksitasyon ve emisyon dalga boylari sirasiyla 390 ve 495 nm olanak belirlenmistir.
Kolon se¢imi i¢in asagida 6zellikleri verilen kolonlar ile yapilan analizler sonucu
elde edilen ayrim faktorii, pik genisligi ve kuyruklanma faktorii degerleri
karsilastirilmistir (Sekil 5.12).
e Cig kolon (4,6 x 100 mm, 3,5 um partikiil boyutu)
e Cyg kolon (4,6 x 150 mm, 3,5 pm partikiil boyutu)
e Cgkolon (4,6 x 150 mm, 3,5 um partikiil boyutu)
e CN kolon (4,6 x 150 mm, 3,5 um partikiil boyutu)

Kuyruklanma faktori

Ayrim faktori Pik genisligi
>
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k7 Ny ©
3 1 /___\ c 0.4 = 2 "/o/\
oo
s ~ 03 % 15
Z ) S 1
>
0.5 0.1 5 05
=)
0 0 ¥ 0
N N N N AN N AN AN N AN AN AN
0?’?)0\60%60?’(? Q“’?)Q(?Qﬁ’{oo(? Q%o%qﬁo%
ORI IR IR RS ! OO
6‘:\, 6\“’\’ (o'p (o‘"”\ ‘O+N b+'\, (o‘\l}’ b+\/ 6\'} (o"\:\’ (o‘\'-\' Q)+\’
SRS SIS SR
OIS S PP & S P &
Kolon Kolon Kolon

Sekil 5.12. Kolon cinsinin grelin’in ayrim faktorii, pik genisligi ve kuyruklanma faktorii iizerine etkisi.
Pik genisligi ve kuyruklanma faktoriinlin diisiik olmasi ve ayrimin da iyi olmasi
nedeniyle Cg kolon (4,6 x 150 mm, 3,5 um partikiil boyutu) se¢ilmistir. Su, asetonitril ve
metanoliin farkli oranlardaki karisimlar1 denenmis ve su ile asetonitril i¢ceren hareketli faz

daha kisa eliisyon zamanlar1 ve daha iyi pik simetrisi nedeniyle tercih edilmistir.
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Hareketli fazin pH’smi ayarlamak igin peptitlerle calisilirken, pik sekillerini
diizeltmesi nedeniyle siklikla tercih edilen, trifloroasetik asit kullanilmistir. %0,05; 0,1
ve 0,2 oranlarinda trifloroasetik asit igeren hareketli fazlar karsilastirilmis ve %0,2
trifloroasetik asit iceren hareketli fazla ayrim artarken, pik morfolojisi diizelmistir (Sekil
5.13).

Ayrim faktora Pik genisligi Kuyruklanma faktoéri
2 0.5 2.5
® 2
© :0
515 @ _ 04 @—g s 2 20y ®
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€ 202 & 1
%05 = =
< = 0.1 £ 05
>
=)
0 0 =~ 0
<’3;\0 Qo\c <’g\o Qe\o (g\o Qo\o (g\o 0o\o og\o Qo\o <§\o Qo\o
Q'Q 0'\/ 0"\' 0”1’ 0'0 0‘\’ Q"» Qf)' Q'Q Q"» 0'\’ Q,}
Trifloroasetik asit ylizdesi Trifloroasetik asit ylzdesi Trifloroasetik asit ylzdesi

Sekil 5.13. Hareketli faza eklenen trifloroasetik asit miktarimn grelin’in ayrim faktori, pik genisligi ve
kuyruklanma faktorii iizerine etkisi.

Akis hizi, 0,7-1,0 mL/dk araliginda taranmustir. Sekil 5.14’te de goriildigi gibi
diistik pik genisligi ve kuyruklanma faktorii gézlenmesi nedeniyle, akis hizi 1,0 mL/dk

olarak belirlenmistir.

Ayrim faktori Pik genisligi Kuyruklanma faktor
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Sekil 5.14. Akig hizimin grelin’in ayrum faktori, pik genisligi ve kuyruklanma faktorii iizerine etkisi.
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Kolon sicakligi 20 ile 50°C araliginda taranmistir (Sekil 5.15). Sicakligin artmasi
ayrim faktoriinii artirip, pik genisligi ve kuyruklanma faktoriinii azaltsa da grelin pikinin
seklinde bozulmalara sebep olmustur. 50°C’de diizgiin bir pik gézlenememis, 40°C’de
ise morfolojisi diizgiin olmayan bir grelin piki gozlenmistir. Bu nedenle kabul edilebilir

en yiiksek sicaklik olan 30°C, kolon sicakligi olarak belirlenmistir.

Ayrim Faktori Pik genisligi Kuyruklanma faktoru
2 0.35 2
° ® 03 ¢ Py = *
5 1.5 £ 15 ©
:g Ty 0.25 H—é 0]
< > © ©
s 1 c 0.2 g
£ w 0.15 5
S = o4 3
< 05 © : £ 05
0.05 2
0 0 0
20 30 40 20 30 40 20 30 40
Kolon sicakhgi (°C) Kolon sicakhigi (°C) Kolon sicakligi (°C)

Sekil 5.15. Kolon sicakligmn grelin’in ayrum faktorii, pik genisligi ve kuyruklanma faktorii tizerine etkisi.

En 1yi ayrimi saglamak ve plazmadaki kirliliklerden kurtulmak i¢in gradient
program uygulanmis, hareketli fazin organik ¢ozelti yiizdesi 15 dakikada %40’tan %70’e
cikarilmistir. Organik ¢ozelti igerigi 1 dakika igerisinde %90’a ¢ikarilarak ve bu faz
yiizdesinde 4 dakika kalinarak kolonun kirliliklerden arinmasi saglanmis, ardindan 30
saniyede tekrar %40’a diisiiriilerek bir sonraki analizden 6nce 2,5 dakika boyunca kolon
sartlanmigtir. Optimum kosullardaki analize ait kromatogram Sekil 5.16’da ve sistem

uygunluk parametreleri Tablo 5.9’da verilmistir.
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Sekil 5.16. Belirlenen optimum kromatografik kosullarda yapilmis bos plazma (kirmiziy) ve des-asil grelin
ve grelin iceren plazma (siyah) analizlerine ait kromatogramlar.

Tablo 5.9. Grelin ve des-asil grelin i¢cin hesaplanan sistem uygunluk parametreleri.

Parametre (n = 6) Gozlenen deger Onerilen deger
(Shabir, 2003)
Grelin Des-asil grelin
Alikonma zamamni (dakika) 9,82 7.27 .
Kapasite faktorii (k*) 5,60 3,86 2-10
Kuyruklanma faktorii (T) 1,186 1,169 <
Rezoliisyon (Rs) 2,214 1,714 >1,5
Teorik tabaka sayist (N) 4851 3742 >2000
Alikonma zamaninin %BSS’si 0,09 0,07 <1

5.2.2. Yontem validasyonu
5.2.2.1. Kesinlik ve dogruluk

Yontemin giin i¢i ve gilinler aras1 kesinligini gostermek amaciyla 40, 125 ve 500
ng/mL derisimlerinde grelin ve des-asil grelin eklenmis plazma ¢ozeltilerini
tiirevlendirerek hazirlanan ¢ozeltiler kullanilmistir. Bu ¢ozeltiler ayni giin igerisinde 6’sar
tekrarla (giin i¢i) ve {i¢ set halinde (giinler arasi) analiz edilmistir. Hesaplanan veriler
Tablo 5.10°da verilmistir. %95-102 arasindaki geri kazanim degerleri yontemin giin i¢i

ve giinler aras1 dogrulugunu, %4’ten kiigiik BSS degerleri ise yontemin kesinligini
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gostermektedir. Sekil 5.17°de bos plazma, artan derisimde grelin ve des-asil grelin igeren

plazma numunelerinin analizine ait kromatogramlar verilmistir.

Tablo 5.10. Grelin ve des-asil grelin i¢in kesinlik ve dogruluk verileri.

Giin ici (n = 6) Giinler arasi (n = 18)
Eklenen
. Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri
derisim BSS BSS
derigim kazanim derigim kazanim
(ng/mL) (%) (%)
(ng/mL) (%) (ng/mL) (%)

Grelin 40 40,44 101,11 0,93 40,57 101,43 1,24

125 122,06 97,65 1,31 118,85 95,081 3,06

500 492,31 98,46 0,89 501,93 100,39 2,91

Des-asil 40 40,69 101,72 1,44 39,49 98,71 2,96

Grelin 125 124,91 99,92 0,72 122,83 98,27 1,77

500 494,43 98,69 0,75 505,20 101,04 2,45
L
0.8
0.6
041
02

e o
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924
T T T T T T T T
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Sekil 5.17. Bos plazma ve artan derigimde des-asil grelin ve grelin iceren plazma tiirev ¢ozeltilerinin
kromatogramlart (asagidan yukariya dogru bos plazma, 40, 125 ve 500 ng/mL des-asil grelin ve grelin
iceren plazma tiirev ¢ézeltilerinin kromatogramlar: verilmistir).

5.2.2.2. Dogrusallik

Yontemin dogrusalligini géstermek amaciyla 20-800 ng/mL derisim araliginda 6

nokta iceren 3 kalibrasyon

seti

hazirlanmis  ve
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gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler ile yapilan regresyon analizi sonucu hesaplanan

degerler Tablo 5.11’de gosterilmistir.

Tablo 5.11. Grelin ve des-asil grelin i¢in dogrusallik verileri.

(R?)

Grelin Des-asil grelin
Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi
(n=6) (n=18) (n=6) (n=18)
Egim, ortalama +
0,0100 + 0,0001 0,0109 £ 0,0002 0,0088 + 0,0001 0,0085+0,0001
standart sapma
Kesim, ortalama +
-0,1409 £ 0,0331 | -0,2549 +0,0566 | -0,0693 +0,0388 | -0,0673 +0,0266
standart sapma
Tayin katsayisi
0,9992 0,9936 0,9986 0,9977

Egimin %95
0,0098 - 0,0102

giiven arahgi

0,0106 -0,0112

0,0086-0,0091

0,0084-0,0087

5.2.2.3. Saptama Stnurt ve tayin Sinirt

LOD ve LOQ degerleri grelin igin sirasiyla 3,40 ve 11,32 ng/mL ve des-asil grelin

igin sirasiyla 2,94 ve 9,81 ng/mL olarak belirlenmistir.

5.2.2.4. Ozgiinliik

Yontemin 6zgiinliigl, 6 farkli goniilliiden toplanan plazma numunelerinin analizi

ile degerlendirilmistir. Analitlerin alikonma zamanlarinda (7,3 ve 9,8. dakika) bozucu

piklerin gériilmemesi yontemin segiciligini géstermektedir. Bos plazma numunelerine ait

kromatogramlar Sekil 5.18’de verilmistir. Ayrica 125 ng/mL analit iceren plazma

¢ozeltilerinin kromatogramlarindan alinan pik safligi degerleri (grelin i¢in 999,664, des-

asil grelin igin 999,806) ile yontemin 6zgilinliigii desteklenmistir.
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Sekil 5.18. Bos plazma numunelerine ait kromatogramlar.

5.2.2.5. Stabilite

Stabilite ¢alismalar1 amaciyla kisa donem bekletme, uzun donem bekletme ve
dondurma-eritme dongiisiine maruz birakilan ti¢ farkli derisimdeki ¢6zeltinin stabiliteleri
incelenmistir. Bu ¢ozeltiler bos plazmaya ilave edilip tiirevlendirildikten sonra yapilan
analizler sonucu hesaplanan veriler Tablo 5.12°de goriilmektedir. Geri kazanim
degerlerine bakildiginda, ¢6zeltilerin 1 hafta boyunca -20°C’de stabil olduklar
goriilmiistiir. Dondurma eritme dongiisii sonrasi orta ve yiiksek derisimde ¢6zeltiler stabil
bulunmustur, ancak diisiik derisimli ¢ozeltilerde analit miktarlarinin - azaldigi
gozlenmistir. Oda sicakliginda ise ¢oOzeltilerin hepsinde analit miktarlar1 azalmistir.
Stabilite ¢alismasinin sonuglar1 géz oniinde bulundurularak, biitiin ¢alismalar viallere

ayrilmis stok ¢ozeltilerinden taze seyreltmeler ile yiiriitiilmiistiir.
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Tablo 5.12. Grelin ve des-asil grelin i¢in stabilite verileri (n = 3).

Eklenen | Hesaplanan Geri
Analit Kosul derisim derisim kazanim BSS (%)
(ng/mL) (ng/mL) (%)

40 34,70 86,75 0,19

Kisa donem
125 89,83 71,86 1,42

(24 saat, oda sicaklig)

500 382,07 76,41 0,79
40 42,37 105,93 3,07

. Uzun donem
Grelin 125 129,98 103,98 0,36

(1 hafta, -20 °C)
500 526,50 105,30 0,12
40 35,18 87,96 1,10
Dondurma-eritme déngiisii
125 119,33 95,46 0,79
(3 dongii)

500 489,00 97,80 0,33
40 29,83 74,57 2,03

Kisa donem
125 92,42 73,93 1,13

(24 saat, oda sicaklign)

500 430,98 86,20 0,63
40 36,40 91,01 1,27

Des-asil Uzun dénem
] 125 120,14 96,11 0,04

grelin (1 hafta, -20 °C)
500 513,93 102,79 0,29
40 29,80 74,50 2,21
Dondurma-eritme dongiisii
125 121,63 97,30 0,62
(3 dongii)

500 503,60 100,72 0,97

5.2.2.6. Geri kazanim

Gelistirilen yontem ile tayin edilecek numunelerin hazirlanmasi igin ilk olarak
asetonitril ile protein ¢oktiirme yontemi uygulanmigtir. 90 pL insan plazmasina 10 pL
grelin ve des-asil igeren standart ¢ozelti eklenip karistirildiktan sonra, 300 pL asetonitril
eklenmistir (1:3 oraninda asetonitril). Cozelti iyice karistirildiktan sonra 6000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmis, siipernatanti ayrilmistir. Ayrilan siipernatant ¢ozeltisinin 100
pL’si tiirevlendirildikten sonra viale aktarilip, analiz edilmistir. Bu yontemle hazirlanan

diisiik ve orta derisimde analit iceren numunelerde analitlere ait piklere rastlanmamis,
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yiiksek derisimli numunelerde ise ¢ok kiigiik pikler goriilmistiir. Bu durumun ardindan
yiikksek derisimli ¢6zeltinin 2 kati derisimde analit eklenmis numune ile denemeler
yapilmis, %5°1 gegmeyen geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Sadece 500 ng/mL ve 1000 ng/mL analit igeren ¢ozeltilerde pik goriildiigii i¢in
caligsmalara bu ikisi ile devam edilmistir.

Analitlerin fazla asetonitril ile ¢okmiis olma ihtimaline kars1 1:2 oranda asetonitril
eklenerek protein ¢oktiirme yapilmistir. Geri kazanim degerlerinin %8 civarinda
bulunmasi, bu uygulamanin da bir fark yaratmadigin1 gostermistir.

Peptitlere ait piklerin gézlenememesinin olas1 bir nedeni ylizey adsorbsiyonudur.
Calismalar sirasinda bu olumsuzluktan kurtulmak adina diisiik peptit adsorpsiyonu
gosteren vial ve pipet uglart kullanilmistir. {lk analizlerde grelin’in membran filtrelere
tutundugu gozlendigi i¢in numunelere siizme islemi uygulanmamaistir. Ayrica kullanilan
sarf malzemesinin sonradan analit eklenen ¢ozeltiler ile ayni olmasi nedeniyle sarf
malzemelerinin yiizeyine tutunma olasilig1 disiiktiir. Yine de bu olasiligi tamamen
elemek adina numunelere bovin serum albiimin eklenerek denemeler yapilmistir. Peptit
¢ozeltilerine bovin serum albiimin eklenmesi, peptitlerin yiizey adsorpsiyonunu azaltmak
amaciyla kullanilan yontemlerden birisidir (Goebel-Stengel vd., 2011). Plazma
numunelerine bovin serum albiimin eklenip iyice karigtirllmis ardindan standart analit
cozeltileri eklenmistir. Bu sekilde hazirlanan numunelere yine asetonitril ile protein
¢oktiirme islemi uygulanmis ve siipernatatantlar tiirevlendirilerek analiz edilmistir. 500
ng/mL ve 1000 ng/mL analit iceren ¢ozeltilerde %2-6 geri kazanim degerleri elde
edilmistir.

Grelin’in yapisindaki oktanil grubunu serin grubuna baglayan ester baginin
kimyasal ve enzimatik olarak stabil olmadigi, saklama ve numune hazirlama yontemleri
sirasinda grelin’in bozunarak des-asil grelin’e dontstiigii bilinmektedir (Hosoda vd.,
2004). Ancak ¢alismamiz sirasinda her iki analite ait pikin de goriilmemesi grelin’in des-
asil grelin’e bozunmasindan ziyade peptidin iki formunun da benzer bir sekilde
bozundugu ve/veya plazmadaki makromolekiiller tarafindan tutundugu ihtimalini
diistindiirmiistiir.

Aprotinin plazma stabilizasyonu i¢in kullanilan bir proteaz inhibitoriidiir ve gesitli
grelin tayini yontemlerinde numunelerin stabilizasyonu amaciyla tercih edilmistir
(Aydin, Karatas ve Geckil, 2008; Hosoda vd., 2004; Sidibé, Varesio ve Hopfgartner,
2014). Bu calismalardan yola ¢ikarak 80 uL insan plazmasina, 10 pL aprotinin ¢dzeltisi
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eklenip karistirilmis, ardindan 10 pL analit ¢ozeltisi eklenmistir. lyice karistirilan
cozeltiye 300 pL asetonitil eklenerek proteinleri ¢oktiiriilmiis ve analiz edilmistir.
Hesaplanan geri kazanim degerlerinde bir artis olmamustir.

Olast bir protein-peptit bagini kirmak i¢in numunelere amonyum hidroksit ¢ozeltisi
eklenmesi denenmistir. Analit igeren plazma numunelerine amonyum hidroksit ¢ozeltisi
eklenip iyice karistirildiktan sonra, proteinler asetonitril ile ¢oktiiriilmistiir. Elde edilen
slipernatantlar tiirevlendirilmis ve analizler yapilmistir. Bu analizlerde grelin’e ait pikler
hi¢ gézlenmezken, des-asil grelin’in geri kazanimi %3 civarinda kalmustir.

Diger bir numune hazirlama yontemi olarak kati faz ekstraksiyonu ile denemeler
yapilmistir. Kat1 faz ekstraksiyon kartusu olarak anyon degisimi, katyon degisimi ve ters
faz ozellikli ti¢ farkli kartus denenmistir. Her bir kartus ile denemelere iireticinin 6nerdigi
kosullarla baglanmis, ardindan farkli kosullar denenmistir. Ters faz 6zellikli kartusla
hazirlanan numunelerin analizinde grelin ile ayn1 zamanda gelen biiyiik bir pik grelin
pikinin gozlenmesini engellemistir. Katyon degisimi o6zellikli kartus ile hazirlanan
numunelerin analizinde analitlere ait piklere rastlanamamistir. En iyi sonuglar anyon
degistirici 6zellikli kartus ile elde edilmis, standart ¢6zeltilerle yapilan denemelerde %35
civarinda verim elde edilmistir. Ancak bu yontemle hazirlanan plazmalar ile yapilan
analizlerde analitlerin tutunma zamanlarimi da kapsayan genis bir alanda gelen biiyiik
pikler arasindan analit pikleri gézlenememistir. Analitlere ait piklerin gézlenememesi
durumunun girisim yapan baska molekiillerden kanaklaniyor olabilecegi gibi, protein
coktiirme sirasinda karsilagilan grelin ve des-asil grelin’in plazmadaki stabilite sorunuyla

alakal1 da olabilecegi diisiiniilmektedir.

5.2.3. Yontemin uygulanmasi

Geligtirilen ~ yontemin  uygulanabilirligini  gdstermek  amaciyla  saglikli
goniillillerden toplanan plazma numunelerinde grelin ve des-asil grelin miktarlarinin
tayin edilmesi ve aynmi numunelerin ELISA Kkiti ile yapilan analiz sonuglar1 ile
karsilastirilmasi planlanmistir.

Toplanan numunelerin ELISA kiti ile analizi sonucu elde edilen sonuglar Tablo
5.13’te verilmistir. Grelin ve des-asil grelin geri kazaniminin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle
plazmada ¢ok diisiik derisimlerde bulunan analitlerin gelistirilen yontemle tayini

miimkiin olmamis, bu nedenle numuneler analiz edilememistir.
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Tablo 5.13. Numunelerde ELISA kiti ile olgiilen grelin ve des-asil grelin miktarlar.

Grelin miktan Des-asil grelin miktar1
Numune no
(ng/mL) (ng/mL)
1 4,46 0,10
2 1,62 0,03
3 3,08 0,07
4 4,76 0,08
5 4,05 0,08

5.3.  Motilin Tayini
5.3.1. Kromatografik yontemin optimizasyonu

Kromatografik yontemin optimizasyonu i¢in kolon gesitleri ve uzunlugu, hareketli
fazin organik ¢oziicii ve asit igerigi, akis hizi, kolon sicakligi, eksitasyon ve emisyon
dalga boyu parametreleri taranmustir. Grelin igin gelistirilen yontemde oldugu gibi
kromatogramlardaki girisimler nedeniyle parametrelerin bir kismi 6n denemelerde
geleneksel tek degiskenli yontemle optimize edilmis, ardindan bir yanit yiizey yontemi
uygulanmustir.

Eksitasyon ve emisyon dalga boylari sirasiyla 390 ve 495 nm olarak belirlenmistir.

Analizlerin yapilacagi kolonu belirlemek igin asagida 6zellikleri verilen bes kolon
ile denemeler yapilmis pik genisligi, teorik tabaka sayist ve ayrim faktori
degerlendirilmistir.

e Poroshell 120 kolon (4,6 x 100 mm, 2,7 um partikiil boyutu)
e Cyg kolon (4,6 x 100 mm, 3,5 um partikiil boyutu)

e Cyg kolon (4,6 x 150 mm, 3,5 pum partikiil boyutu)

e Cgkolon (4,6 x 150 mm, 3,5 um partikiil boyutu)

e CN kolon (4,6 x 150 mm, 3,5 um partikiil boyutu)

Motilin’e ait pikin simetrisinin en iyi oldugu, pik genisliginin en diisiik, teorik
tabaka sayisinin ise en yiiksek oldugu Cg kolonda (4,6 x 150 mm, 3,5 um partikiil boyutu)
ayrim faktoriiniin de iyi olmasi nedeniyle, bu kolon ile ¢alisilmaya devam edilmistir. Sekil
5.19°da farkli kolonlarda gdzlenen ayrim faktorii, pik genisligi ve kuyruklanma faktoriinii

karsilastiran grafikler goriilmektedir.
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Sekil 5.19. Kolon cinsinin motilin’in ayrim faktéri, pik genisligi ve kuyruklanma faktorii tizerine etkisi.

Hareketli faz olarak, peptitlerle ¢alisilirken siklikla tercih edilen trifloroasetik asit

iceren su ve asetonitril ¢ozeltileri kullanilmistir. Hareketli fazin asit i¢erigi %0,05; 0,1 ve

0,2 degerlerinde taranmistir. Kuyruklanma faktoriiniin en diistik ve pik seklinin en diizgiin

oldugu %0,1 trifloroasetik asit degeri optimum deger olarak segilmistir (Sekil 5.20).

Yeterli ayrimi saglayabilmek igin %0,1 trifloroasetik asit igeren su ve asetonitrilden

olusan hareketli faz ile asetonitril yilizdesinin %30°da %65’e dogrusal olarak arttig1

gradient bir program kullanilmistir. Her analizin ardindan organik ¢ozelti igerigi 1 dakika

icerisinde %90’a c¢ikarilarak bu oranda 4 dakika kolonun Kkirliliklerden armmasi

saglanmis, ardindan 30 saniyede tekrar %30’a diisiiriilerek bir sonraki analizden 6nce 2,5

dakika boyunca kolon sartlanmustir.
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Sekil 5.20. Hareketli faza eklenen trifloroasetik asit miktarimin motilin’in ayrim faktorii, pik genisligi ve

kuyruklanma faktorii iizerine etkisi.
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Gradient siiresi, akis hiz1 ve kolon sicaklig1 parametrelerini optimize etmek i¢in bir

yanit yiizey yontemi olan Box-Behnken tasarimi kullanilmistir. Faktorler ve seviyeleri

Tablo 5.14°te verilmistir. Ug faktér icin 15 analizden olusan Box-Behnken tasarimi Tablo

5.15’te verilmistir.

Tablo 5.14. Box-Behnken tasariminda kullamilan faktorler ve seviyeleri.

Seviyeler
Faktorler
-1 0 +1
X1 (Gradient siiresi) 5 15 25
X3 (Akis hizt (mL/dk)) 0,8 0,9 1,0
X3 (Sicaklik (°C)) 20 30 40

Tablo 5.15. Box-Behnken tasarimina gére deney plani ve gozlenen yanit degerleri.

Sira 1 %o X3 Ahkonma P.i kw. _ Pik N D
zamani genisligi | simetrisi
1 -1 -1 0 6,464 0,08 0,79 0,304
2 1 -1 0 18,494 0,21 0,92 0,260
3 -1 1 0 5,900 0,08 0,97 0,159
4 1 1 0 17,540 0,20 1,00 0,443
5 -1 0 -1 6,167 0,09 0,70 0,097
6 1 0 -1 18,180 0,16 0,98 0,478
7 -1 0 1 6,048 0,08 0,88 0,252
8 1 0 1 17,615 0,22 1,17 0,234
9 0 -1 -1 12,978 0,14 0,73 0,407
10 0 1 -1 12,205 0,16 0,83 0,563
11 0 -1 1 12,627 0,20 1,06 0,420
12 0 1 1 11,801 0,23 0,91 0,198
13 0 0 0 12,481 0,21 1,21 0,155
14 0 0 0 12,472 0,21 1,18 0,219
15 0 0 0 12,471 0,22 1,16 0,248
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Deneyler Tablo 5.15°te verilen plana uygun olarak, rastgele sira ile ve 2 tekrarli
olarak yiiriitiilmiistiir. Kromatogramlardan alinan alikonma zamani, pik genisligi ve pik
simetrisi degerleri yanit olarak kullanilmistir (Tablo 5.15). Esitlik 5.2’deki matematiksel
modeli olusturmak i¢in yapilan hesaplamalar sonucu bulunan katsayilar Tablo 5.16°da
verilmistir. Tabloda verilen modelin 0,05’ten kiiciik p-degeri ve yiiksek R? degerleri
modelin uygunlugunu gostermektedir. Kurulan bu modellerden gradient siiresi ve
sicakligin her ti¢ faktor iizerinde anlamli bir etkisinin oldugu goriilmektedir. Akis hizi ise
sadece alikonma siiresi tizerinde etkili bulunmustur. Her {i¢ yanitin da istenilen aralikta
olmasi i¢in Derringer isteklilik fonksiyonu kullanilmistir. Alikonma zamani ve simetri
icin Esitlik 2.10, genislik i¢in Esitlik 2.9 kullamilarak tim yanitlar d;y; degerlerine
cevrilmistir. Ardindan her deney i¢in D degerleri hesaplanmistir (Tablo 5.15). D degerleri
yanit olarak kullanilarak hesaplanmis olan modele ait katsayilar da Tablo 5.16’da
verilmistir. Olusturulan modeldeki terimlerin goreli biyikliiglinii ve etkilerinin
anlamliligimi kargilastirmak amaciyla olusturulan Pareto grafigi de Sekil 5.21°de
goriilmektedir. Olusturulan modele gore gradient siiresinin ve sicakligin yanit iizerine
hem dogrusal hem kuadratik etkilerinin oldugu goriilmiistiir. Ayrica her ii¢ faktoriin de

yanit lizerinde etkilesimli etkileri oldugu bulunmustur.
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Tablo 5.16. Box-Behnken tasarumi igin hesaplanan katsayilar.

Katsay Allkonma zamam | Pik genisligi | Pik simetrisi D
bo 12,475 0,212 1,185 0,2072
b1 5,906* 0,057* 0,092* 0,0755*
b2 -0,390* 0,007 0,026 -0,0034
b3 -0,180* 0,022* 0,098* -0,0551*
b1 -0,388* -0,057* -0,108 -0,0237
b22 0,012 -0,011 -0,153* 0,1077*
ba3 -0,084* -0,017 -0,148* 0,0817*
b1z -0,098* -0,002 -0,024 0,0820*
bis -0,112* 0,015 0,002 -0,0998*
P23 -0,013 0,004 -0,064 -0,0945*
R? 1,0000 0,9743 0,9114 0,9362
Diizeltilmis R? 1,0000 0,9281 0,7518 0,8212
Model p-degeri < 0,0001 0,0018 0,0347 0,2193

* p-degeri 0.05’ten diisiik olan katsayilar.
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Pareto Grafigi
(Yanit:D; o = 0,05)

Terim 2,571

Factor Adi

A Gradient stiresi
B Akis hizi

C Sicaklhik

BB

AC

BC

AB

CcC

0 1 2 3 4
Standartlastirilmis Etki

Sekil 5.21. Modele ait terimlerin anlamlhiligint gosteren Pareto grafigi.

Modelin olusturulmasinin ardindan optimum noktanin belirlenmesi amaciyla
kontur ve yanit yiizey grafikleri olusturulmustur (Sekil 5.22). Bu grafikler ve Minitab
programi yardimiyla olast optimum birka¢ nokta belirlenmis ve analizlerle denemeler
yapilmistir. Hem yanitlarin istenilen degerlerde olmasi hem de girisimin en az olmasi
nedeniyle optimum kosullar 13 dakika gradient siiresi, 1 mL/dk akis hiz1 ve 20°C olarak
belirlenmistir. Bu kosullarda deneme amaciyla yapilan bos plazma ve motilin igeren
plazmaya ait kromatogramlar Sekil 5.23’te verilmistir. Tablo 5.17’de belirlenen optimum

kosullar i¢in hesaplanan sistem uygun parametreleri goriilmektedir.
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D icin kontur grafikleri

< 01
M o1- 02
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M 03 - 04
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| > 05

Sabit tutulan degerler
Gradient siiresi 0
Akis hizi 0
Sicaklik 0

D icin yanit ylizey grafikleri

Sabit tutulan degerler
Gradient stiresi 0
Akis hizi 0
Sicaklik 0

1

o

5 Alag iz Sicakdik
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Gradient siiresi Gradient siiresi

f

0
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Sekil 5.22. Genel isteklilik (D) igin olusturulan modele ait kontur ve yanit yiizey grafikleri.
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Sekil 5.23. Box-Behnken tasarimi sonucu bulunan optimum kromatografik kosullarda yapilmis bog
plazma (kirmizi) ve motilin igeren plazma (siyah) analizlerine ait kromatogramlar.

Tablo 5.17. Motilin i¢in hesaplanan sistem uygunluk parametreleri.

Parametre (n = 6) Gozlenen deger ('(')the;élie rl,l gggg
Alikonma zamani (dakika) 11,07 -
Kapasite faktorii (k) 6,40 2-10
Kuyruklanma faktorii (T) 1,026 <
Rezoliisyon (Rs) 1,59 >1,5
Teorik tabaka sayist (N) 46026 >2000
Alikonma zamaninin % BSS ’si 011 <1

5.3.2. Yontem validasyonu
5.3.2.1. Kesinlik ve dogruluk

7,5; 30 ve 120 ng/mL derisimlerinde motilin eklenmis plazma ¢ozeltilerinin
analizlerinden elde edilen pik alani degerleri kullanilarak hesaplanan % geri kazanim ve
% BSS degerleri Tablo 5.18’de verilmistir. Her ti¢ derisim i¢in de %91 ile %108 arasinda
bulunan geri kazanim degerleri yontemin dogrulugunu gostermistir. BSS degerlerinin ise
giin i¢i analizlerde %2’den, giinler arasi analizlerde %5’ten kii¢iik bulunmasi yontemin
kesinligini gostermektedir. Sekil 5.24’te bos ve artan derisimde motilin i¢eren plazma

numunelerinin analizine ait kromatogramlar goriilmektedir.
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Tablo 5.18. Motilin i¢in kesinlik ve dogruluk verileri.

Giin i¢ci (n=6) Giinler arasi (n=18)
Eklenen derisim | Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri
(ng/mL) derisim kazanim BSS (%) derisim kazanim BSS (%)
(ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
7,5 7,93 105,79 1,19 8,04 107,13 4,18
30 31,15 103,83 1,30 29,48 98,28 4,88
120 111,66 93,05 0,89 110,08 91,73 1,69
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Sekil 5.24. Bos plazma ve artan derigimde motilin i¢eren plazma tiirev ¢ézeltilerinin kromatogramlar
(asagidan yukariya dogru bos plazma, 7,5; 30 ve 120 ng/mL motilin iceren plazma tiirev ¢ézeltilerinin
kromatogramlart verilmistir).

5.3.2.2. Dogrusallik

2-200 ng/mL derisim araligindaki kalibrasyon ¢ozeltilerinin analizinden elde edilen
veriler ile yapilan regresyon analizi sonucu hesaplanan degerler Tablo 5.19’da
gosterilmistir. Tabloda goriilen yiiksek R? degerleri yontemin dogrusalligini

gostermektedir.
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Tablo 5.19. Motilin i¢cin dogrusallik verileri.

Giinici (n=7) Giinler arasi (n = 21)
Egim, ortalama + standart sapma 0,0158 + 0,0001 0,0159 + 0,0001
Kesim, ortalama + standart sapma -0,0522 +0,0115 -0,0651 +0,0124
Tayin katsayis1 (R?) 0,9992 0,9968
Egimin %95 giiven arahgi 0,01548-0,01606 0,01557-0,01615

5.3.2.3. Saptama sinirt ve tayin sinirt

Gelistirilen yontemin LOD degeri 0,55 ng/mL, LOQ degeri ise 1,84 ng/mL olarak

hesaplanmugtir.

5.3.2.4. Ozgiinliik

Alt1 farkli goniilliden toplanan plazma numunelerinin analizine ait kromatogramlar
Sekil 5.25’te verilmistir. Bu kromatogramlarda motilin’in alikonma zamanninda
(11.dakika) bozucu piklerin goriilmemesi yontemin 6zgiinliigiinii géstermektedir.

100 ng/mL derisimde motilin i¢eren plazmanin analizinde motilin pikine ait pik
saflig1 degeri 999,456 olarak hesaplanmistir. Gozlenen bu yiiksek saflik degeri de

yontemin 6zgiinliiglinii desteklemektedir.
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Sekil 5.25. Bos plazma numunelerine ait kromatogramlar.
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5.3.2.5. Stabilite

Kisa donem bekletme, uzun donem bekletme ve dondurma-eritme dongiisiine
maruz birakilmig ¢ozeltiler ile hazirlanan galisma ¢ozeltilerinin analizinden hesaplanan
stabilite verileri Tablo 5.20°de verilmistir. Geri kazanim degerlerinin %93-107 araliginda

bulunmasi, motilin ¢6zeltilerinin her ti¢ kosulda da kararli oldugunu gostermektedir.

Tablo 5.20. Motilin i¢in stabilite verileri (n = 3).

Eklenen Hesaplanan
Geri kazanim
Kosul derisim derisim BSS (%)
(%)
(ng/mL) (ng/mL)
7,5 7,97 106,33 1,61
Kisa donem
30 28,36 94,52 0,79
(24 saat, oda sicaklign)
120 113,32 94,43 0,35
7,5 7,76 103,45 0,54
Uzun dénem
30 28,76 95,89 2,53
(1 hafta, -20 °C)
120 112,09 93,41 0,87
7,5 7,76 103,45 1,27
Dondurma-eritme dongiisii
30 31,91 106,36 0,80
(3 dongii)
120 112,69 93,91 0,43

5.3.2.6. Geri kazanim

Numunelerin hazirlanmast i¢in ilk olarak asetonitril ile protein ¢oktiirme yontemi
denenmistir. 90 pL insan plazmasma 10 pL motilin ¢ozeltisi eklenip karigtirildiktan
sonra, 300 pL asetonitril eklenmistir. Cozelti iyice karigtirildiktan sonra 6000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmis, slipernatanti ayrilmistir. Ayrilan siipernatant ¢ozeltisinin 100
pL’si tiirevlendirildikten sonra viale aktarilip, analiz edilmistir. Bu yontemle hazirlanan
diisiik derisimlerde motiline ait pik tayin edilememis, orta ve yiiksek derigimlerde ise
%10-18 gibi diistik geri kazanimlar gozlenmistir.

Diisiik geri kazanimlar1 artirmak amaciyla protein ¢oktiirme igleminin ardindan
ultrafiltrasyon iglemi yapilmasi1 denenmistir. Bu amacla ayn sekilde ancak daha yiiksek
hacimde hazirlanan analit eklenmis plazma ¢ozeltilerinin proteinleri ¢oktiiriildiikten

sonra elde edilen siipernatantlarin 1000 uL’si ultrafiltrasyon tiipiine alinmistir. 4000
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rpm’de 40 dakika boyunca santrifiij cihazinda siiziilmesi saglanan ¢ozeltilerin membran
iistiinde kalan yogunlastirilmis kisimlarindan 100 pL alinarak tiirevlendirilmistir. Her {i¢
derisim i¢in de goézlenen pik alanlar1 artmis geri kazanimlar ortalama %34 olarak

hesaplanmigtir. Hesaplanan geri kazanim degerleri Tablo 5.21°de verilmistir.

Tablo 5.21. Motilin’e ait geri kazamm degerleri.

Geri kazamim (%)
Derisim
(ug/mL) Asetonitril ile protein Asetonitril ile protein ¢oktiirme
¢oktiirme ardindan ultrafiltrasyon
7,5 17,38 33,68
30 9,88 37,48
120 14,07 30,34

5.3.3. Yontemin uygulanmasi

Gelistirilen yontemin uygulanabilirligini géstermek amaciyla bes farkli goniilliiden
toplanan plazma numunelerinde motilin miktar1 tayin edilmistir. Numuneler Eskisehir
Osmangazi Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
alman 11.12.2018 tarihli, 02 nolu etik izin kapsaminda Eskisehir Osmangazi Universitesi
Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi’nde toplanmistir. 18-50 yas araliginda ve teshis
edilmis herhangi bir kronik hastalig1 (hipertansiyon, diyabet, metabolik sendrom, obezite)
olmayan saglikli goniilliilerin her birinden 10 mL ven6z kan numunesi heparinli tiiplere

2

almmistir. Bu numuneler “numunelerin hazirlanmasi” boliimiinde anlatildigi gibi
hazirlandiktan sonra gelistirilen yontem ile analizleri yapilmistir. Ayni numuneler
karsilastirma amaciyla ticari olarak temin edilen ELISA kiti ile de analiz edilmistir. Elde
edilen sonuglar Tablo 5.22’de verilmistir. Iki yontem ile elde edilen sonuglar birbirinden

farkli diizeylerde bulunmus ve sonuglar arasinda korelasyon gézlenmemistir (r = 0,2024).
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Tablo 5.22. Numunelerde ol¢iilen motilin miktarlar.

Motilin miktar1 (ng/mL)
Numune no
ELISA Kiti ile Gelistirilen yontem ile
1 0,12 7,39
2 0,78 7,06
3 0,44 7,46
4 0,64 8,74
5 0,57 8,52
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6. SONUC, TARTISMA ve ONERILER

Molekiiler yapilariin ve reseptorlerinin benzerligi nedeniyle ayn1 peptit ailesinde
yer alan grelin ve motilin, gastrointestinal sistemde etkili olan iki hormondur. Bu iki
peptidin memelilerde tokluk siiresini kisalttigi, mide hareketliligini uyardig1 ve gastrik
bosaltmay1 hizlandirdigi bilinmektedir (Chen ve Tsai, 2012; Sakata, 2011). Grelin’in
ayrica biiyiime hormonu salimini uyarma ve kilo alimimni artirma 6zelligi de vardir (De
Vriese vd., 2004).

Grelin ve motilin’in biyolojik numunelerdeki tayini diger birgok peptit gibi
genellikle immiinolojik yontemler ile yapilmaktadir. Bu yontemler uygulamasi kolay ve
duyarli yontemler olmasimna ragmen, ozellikle benzer yapili molekiillerle galisirken
molekiillerdeki baglanma bdlgelerinin benzerligi nedeniyle 6zgiinliik ve secicilikleri
yeterli olmayabilir (Mesmin vd., 2011). immiinolojik yéntemler disinda bu peptitlerin
tayini i¢in gelistirilmis olan sinirl sayidaki kromatografik yontemlerin gogunda SK-KS
kullanilmistir (Delinsky vd., 2004; Eslami vd., 2016; Rauh, Groschl ve Rascher, 2007;
Sidibé, Varesio ve Hopfgartner, 2014). SK-KS yontemleri yiiksek 6zgiinliik ve segicilik
saglamasina ragmen, KS cihazlarimin yiiksek maliyeti bu yontemlerin kullanilabilirligini
siirlamaktadir.

Immiinolojik yontemlerin ve SK-KS ydntemlerinin bahsedilen dezavantajlaridan
dolay1 grelin ve motilin tayini igin gelistirilecek olan YPSK yontemlerinin hem bu
peptitlerin biyolojik aktivitelerinin arastirildigi galismalarda hem de bu peptitler ile
yiiriitiilecek biyomarker ve ilag tasarimi ¢alismalarinda yararli olacagi diisiintilmiistiir.

Grelin’in ana metaboliti olan des-asil grelin’in dolasimda grelin’e yakin miktarlarda
oldugu ve yapilarindaki tek farkin serin amino asidine bagli oktanil grubu olmasina
ragmen, farkli biyoaktivite gosterdigi bilinmektedir. Biyolojik sistemlerdeki bu farkinin
yani sira biyolojik numunelerle galisirken saklama ve numune hazirlama islemleri
sirasinda oktanil modifikasyonuna bagl olarak grelin’in des-asil grelin’e doniisebildigi
bilinmektedir (Hosoda vd., 2004). Bu sebeplerle grelin tayini igin gelistirilen bu
yontemde grelin’in bu formunun da grelin’den ayr1 olarak 6l¢iilmesinin 6nemli oldugu
diistiniilmiistiir. Bu amagla grelin ve des-asil grelin’in birlikte tayini ile motilin tayinine
olanak veren iki YPSK yontemi gelistirilmistir.

Gelistirilen yontemlerde duyarliligi artirmak i¢in analitler floreskamin ile
tirevlendirilmistir. Tiirev reaksiyonunun kosullar1 deneysel tasarim yontemleri ile

optimize edilmistir. Deneysel tasarim yontemleri, geleneksel optimizasyon yontemlerine
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gore daha az sayida deney, ¢aba ve maliyet gerektirmekte ve tiim deneysel alan hakkinda
genis bilgi saglamaktadir. Bu g¢alismada Once tiirev reaksiyonuna etki eden onemli
faktorleri belirlemek i¢in bir tarama yontemi olan pargali faktoriyel tasarim kullanilmistir.
Bu yontemle birgok faktoriin (tampon pH ve derisimi, floreskamin ¢ozeltisinin derigimi
ve sicakligl) tlirev verimi iizerine etkisi es zamanl olarak incelenmistir. Reaksiyona en
cok etki eden faktorlerin pH, floreskamin derisimi ve sicaklik olarak belirlenmesinin
ardindan bir yanit yiizey yontemi olan Box-Behnken tasarimi ile bu faktorlerin yanitlar
iizerine etkileri aragtirnllmistir. Yanit yiizey yontemi ile kurulan model yardimiyla tiirev
veriminin en yiiksek oldugu noktalar her iki analit i¢in de pH 9, 100 mM tampon derisimi
(borat tamponu) ve 50°C olarak belirlenmistir.

Grelin ve des-asil grelin igin gelistirilen yontemin kromatografik optimizasyonu tek
degiskenli optimizasyon yoOntemi ile yiiriitilmiistiir. Bu basamakta deneysel tasarim
yontemleri  yerine  geleneksel optimizasyon yontemi seg¢ilmesinin  sebebi,
kromatogramlarda plazma ve tiirev ajan1 kaynakli ¢ok sayida pikin grelin’e ait gorece
genis pik ile girisim yapmasi, bu nedenle arastirilacak alanin belirlenmesinde gii¢liik
cekilmesi olmustur. Kromatografik optimizasyon amaciyla ¢esitli kolonlar, hareketli
fazlar, akis hiz1 ve kolon sicakligi taranmustir. En iyi ayrim Zorbax Cg kolonda (4,6 x 150
mm, 3,5 um partikiil boyutu), hareketli faz olarak %0,2 trifloroasetik asit igeren su ve
%0,2 trifloroasetik asit igeren asetonitril ile gergeklestirilmistir. Analizler i¢in gradient
program kullanilmis, organik faz yiizdesi 15 dakikada %40’dan %70’e artirtlmistir. Akis
hizt 1 mL/dk ve kolon sicakligi 30°C’dir. Eksitasyon dalgaboyu 390 nm, emisyon
dalgaboyu 495 nm olarak ayarlanmistir. Toplam analiz siiresi, yikamalar dahil 23
dakikadir.

Grelin ve des-asil grelin tayini i¢in gelistirilen yontem ICH (2005) ve FDA’nin
Biyoanalitik Yontem Validasyon Kilavuzu’'na (FDA, 2018) uygun olarak valide
edilmistir. Yontem her iki analit i¢in 20-800 ng/mL derisim araliginda dogrusal
bulunmustur. Grelin igin kalibrasyon egrisi denklemi y = 0,0109x - 0,2549 (R?= 0,9936),
des asil grelin igin ise y = 0,0085x - 0,0673 (R?= 0,9977) olarak bulunmustur. Y&ntemin
giin i¢i ve giinler aras1 kesinligi %4’ten kiigiik BSS degerleri ile, dogrulugu ise yiiksek
geri kazanim degerleri (%95-102) ile gosterilmistir. Yontemin LOD ve LOQ degerleri,
grelin igin sirasiyla 3,40 ve 11,32 ng/mL ve des-asil grelin i¢in sirasiyla 2,94 ve 9,81
ng/mL olarak belirlenmistir. Alt1 farkli insan plazmasinin analizinde grelin ve des-asil

grelin piklerinin tutunma zamanlarinda girisim yapan pikler olmamasi yontemin
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Ozglnliigiinii kanitlamistir. Bu validasyon parametrelerine ilaveten analit ¢ozeltilerinin
farkli galisma kosullarindaki stabilitesi arastiritlmistir. Hem grelin hem de des-asil grelin
cozeltilerinin 1 hafta boyunca -20°C’de stabil olduklari, dondurma eritme dongiisii
sonrasi ise diisiik derisimli ¢ozeltilerde analit miktarlarinin azaldigi gozlenmistir. Her iki
analitin ¢ozeltileri de oda sicakliginda bozunmaya ugramastir.

Grelin igin gelistirilen yontemin diisik LOD ve LOQ degerleri floresans
tirevlendirme ile analizin duyarliliginin artirilmis oldugunu gostermektedir. Ancak yine
de bu yontemle SK-KS yontemleri ile gozlenen pg/mL diizeylerindeki diisik LOQ
seviyelerine erisilememistir (Tablo 2.2).

Numune hazirlama yonteminin belirlenmesi igin farkli derisimlerde grelin ve des-
asil grelin eklenmis plazma numunelerine ¢esitli numune hazirlama teknikleri
uygulanmistir. Asetonitril ile plazma proteinlerinin ¢oktiiriilmesi ve kati faz ekstraksiyon
yontemlerinin ikisi ile de basar1 saglanamamus, her iki analite ait pikler gozlenememistir.
Bunun olas1 sebepleri olarak analitlerin yiizey adsorpsiyonu, stabilite sorunlar1 veya
plazma proteinlerine baglanmasi olabilecegi diisiiniilmiis ve bu olumsuzluklari
engellemek adina farkli denemeler yapilmustir. Biitiin ¢abalara ragmen analitlerin tayini
icin yeterli olacak bir verim saglanamamis, bu nedenle gelistirilen birinci yontem
numunelerde kullanilamamustir.

Motilin  tayini i¢in  gelistirilen yontemin kromatografik  kosullarinin
optimizasyonunda, yine biyolojik numune ve tirev ajan1 kaynakli ¢ok sayida pik
gbzlenmesi nedeniyle bir tarama tasarimi yiiriitiilememistir. Yanitlar iizerine etkili olan
faktorler ve faktor seviyeleri on denemeler ile belirlenmistir. Kolon ¢esidi, hareketli faza
eklenen trifloroasetik asit yiizdesi ve gradient programin baslangic ve bitisteki organik
faz ylizdesi gibi parametreler 6n denemeler sirasinda yapilan analizlerle belirlenmistir.
Ardindan gradient siiresi, akis hizi ve kolon sicakliginin kromatografik sistem iizerine
etkisi Box-Behnken tasarimui ile arastirilmis ve optimum ¢alisma kosullarinin bulunmasi
saglanmustir. Biitiin bu ¢aligmalar sonucunda optimum kosullar Zorbax Cg kolon (4,6 x
150 mm, 3,5 um partikiil boyutu), hareketli faz olarak %0,1 trifloroasetik asit iceren su
ve %0, 1 trifloroasetik asit iceren asetonitril olarak belirlenmis, 20°C kolon sicakligi ve 1
mL/dk akis hizinda analizler gergeklestirilmistir. Kullanilan gradient programda organik
faz ylizdesi 13 dakikada %30’dan %65’e artirilmistir. Eksitasyon dalgaboyu 390 nm,
emisyon dalgaboyu 495 nm olarak ayarlanmistir. Toplam analiz siiresi, yikamalar dahil

21 dakikadir.
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Motilin tayini igin gelistirilen yontem de ICH (2005) ve FDA’nin Biyoanalitik
Yontem Validasyon Kilavuzu’na (FDA, 2018) uygun olarak valide edilmistir. Y 6ntem 2-
200 ng/mL derisim araliginda motilin ¢ozeltileri i¢in dogrusal bulunmus, kalibrasyon
egrisinin denklemi y = 0,0159x - 0,0651 (R?= 0,9968) olarak hesaplanmustir. Y&ntemin
dogrulugu %91-108 arasindaki geri kazanim degerleri ile gosterilmistir. Giin i¢i ve giinler
arasi kesinlik %5 ten diisiik BSS degerleri ile kanitlanmistir. Yontemin LOD degeri 0,55
ng/mL, LOQ degeri ise 1,84 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yontemin 6zgilinligiini
gostermek i¢in alt1 farkli insandan alinan plazma numuneleri gelistirilen yontemle analiz
edilmis ve higbirinde motilin pikinin tutunma zamaninda girisim piklerine
rastlanmamistir. Motilin ¢ozeltilerinin ¢alisma kosullarindaki stabilitesi arastirilmis ve
her ii¢ kosulda da stabil oldugu gosterilmistir.

Gelistirilen yontem diisik LOQ degeri ile, literatiirde motilin tayini igin
gelistirilmis tek kromatografik yontem olan Delinsky vd.’nin (2004) SK-KS y6nteminden
daha diisiik diizeylerde tayine olanak vermektedir (Tablo 2.2).

Motilin tayini igin gelistirilen yontemde numune hazirlama ydntemi olarak
asetonitril ile proteinlerin ¢oOktliriilmesi yontemi uygulanmistir. Yontemin geri
kazanimini artirmak ig¢in protein ¢oktlirme isleminin ardina ultrafiltrasyon tiipleri ile
konsantre etme basamagi cklenmis, bu sayede geri kazamimlar %34 seviyesine
artirilmistir. Saglikli goniillillerden alinan plazma numuneleri gelistirilen yontemle analiz
edilmis ve motilin diizeyleri 6,79-8,20 ng/mL diizeyinde bulunmustur. Karsilastirma
amaciyla ayn1 numuneler ELISA Kiti ile de analiz edilmis, ancak sonuglar birbiri ile
uyumlu degildir. Gelistirilen YPSK yontemi ile ELISA sonuglarinin farklilik géstermesi,
gelistirilen yontemin duyarliligin1 sorgulatabilecegi gibi, daha once bahsedildigi gibi
immiinolojik yontemlerin 6zgiinliigiiniin diisiik olmasi ile iligkili bir durum da olabilir.

Gelistirilen YPSK yontemlerinin grelin, des-asil grelin ve motilin ile yiiriitilen
biyolojik aktivite, biyomarker ve ila¢ tasarimi calismalarinda arastirmacilara katki

saglayacagi diisiiniilmektedir.
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