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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BEYIN ARASTIRMALARINA TEMELOLUSTURACAK MADDE
DUZEYLERI iCIN HPLC YONTEMI

NURCAN TURAN CANDAN

Anadolu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya Anabilim Dali

Damigman:Prof.Dr.Muzaffer TUNCEL
Yardimci Damisman: Dog.Dr.Dilek DOGRUKOL-AK

2001

Bu c¢aliymada, beyindeki katekolamin diizeylerinin tayini icin floresans
dedektorlii yiiksek performansh sivi  kromatografisi (HPLC) tekniginin
kullanildig1i bir yéntem tamitilmaktadir. 0.030 M NaH,PO,.2H,0, 2.4x10° M
sodyum heptansulfonat, 6.0x10° M Na,EDTA ve % 7.2 metanol (pH 4.11) den
olusan hareketli faz ortammda 3 mm x 150 mm, 3p tanecik caph Cys kolonlarda
noradrenalin, adrenalin, 3,4-dihidroksibenzilamin (i¢ standart) ve dopamin
sirasiyla 4.3 dk, 5.0 dk, 6.7 dk ve 10.0 dk ahkonma zamanlarinda goriilen pikleri
ile ayrilmis ve tayin edilmistir. Yontemin tekrar edilebilirligi, seciciligi,
dogrusalligi ve geri kazanim orani incélenmistir. Asidik alumina kullanilarak
yapilan ekstraksiyon islemi ile noradrenalin, adrenalin ve dopamin i¢in sirasiyla
% 73.91, % 73.76 ve % 75.46 geri kazanim saglanmstir. Yontem sican beyin
dokusu homojenatindaki katekolamin diizeylerinin tayin edilmesi amaciyla

uygulanmstir.

Anahtar Kelimeler: Katekolaminler, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi,

Beyin, Miktar tayini
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

AN HPLC METHOD WHICH WILL BE FUNDAMENTAL OF BRAIN
RESEARCH FOR THE DETERMINATION OF SUBSTANCE LEVELS

NURCAN TURAN CANDAN

Anadolu University
Health Science Institude
Analytical Chemistry Program

Supervisor: Prof.Dr.Muzaffer TUNCEL
Second Supervisor: Assoc.Prof.Dilek DOGRUKOL-AK

2001

A high-performance liquid chromatographic (HPLC) method with
fluorescence detection is described for the determination of catecholamine levels
in brain tissue. Catecholamines were separated in a mobile phase consisting of
0.030 M NaH,PO,2H;0, 2.4x10° M sodyum heptansulfonat, 6.0x10° M
Na;EDTA ve % 7.2 metanol (pH 4.11) using 3 mm x 150 mm, 3p C;s column.
The retention times of noradrenaline, adrenaline, 3,4-dihidroxybenzylamine
(internal standard) and dopamine were 4.3 min, 5.0 min, 6.7 min and 10.0 min,
respectively. The reproducibility, selectivity, linearity and recovery of the
method was investigated. Recoveries of catecholamines after asidic alumina
extraction method for noradrenaline, adrenaline and dopamine were found to be
73.91 %, 73.76 % and 75.46 %, respectively. The method was applied to rat

brain tissue homogenate for the determination of catecholamine levels.

Keywords: Catecholamines, High-performance Liquid Chromatography, Brain,
Determination
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1. GIRIS

Katekolaminler, katekol halkasi tagiyan o6nemli dogal molekiillerdir.
Endojen olarak bulunan baglica katekolaminler, adrenalin, noradrenalin ve
dopamindir.  Her | ¢ aminde, psikolojik fonksiyonlar ve farmakolojik
harcketlerden sorumludurlar. Dopamin ve noradrenalin, damar harcketleri
uzerinde etkili iken adrenalin metabolik diizenlemelerde etkilidir [1,2].

Katekolaminlerin ve metabolitlerinin analizini hedefleyen ¢alismalarda
biyolojik swvilarda yitksek performanshi sivi kromatografisi (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) teknigini biiyiik 6lgiide kullanan birgok analitik
yontem bildirilmigtir. Bunlar elektrokimyasal dedektorler [2-12] ve florimetrik
dedektorlerin [13-18] kullanildigr sabit fazi C;s oktadesil kolonlar olan biyolojik
sivilardaki katekolamin tayinlerini kapsamaktadir.

Bu c¢aligmada, beyin dokusunda bulunan katekolaminlerin ayrilmasi ve
miktarlarinin_ belirlenmesi igin bir yiiksek performansh sivi kromatografi (HPLC)
yonteminin gelistirilmesi amaclanmustir. Deneylerde tekrar edilebilirligi arttirmak
amactyla internal standart olarak 3,4-dihidroksibenzilamin kullanilmigtir. Yontem,
tek bir deneyle 10 dakika i¢inde katekolaminlerin aymi anda tayinine olanak
saglamaktadir. Tayin icin uygulanan iglemler, basit, duyarl, segici ve
tekraredilebilir 6zelliktedir. Onerilen yontem, klinik uygulamalar ve merkezi sinir

sisteminin biyolojik numuneleri i¢in kolayca kullanilabilir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Katekolaminler ile Tlgili Genel Bilgi

Katekol halkasi ve amin grubu tagiyan bilesiklere katekolamin adi verilir
Bir ¢ok hiicre membraninda, biyokimyasal olaylarin olusumunda veya
sonlanmasinda ya da psikolojik durumlarda (konsantrasyon saglama, dinlenme,
metabolik degisimler...vb) hormon veya nérotransmitter olarak gorev alirlar [1].
Baglica katekolamin tiirevleri adrenalin, noradrenalin ve dopamindir [19].

Katekolaminler, noérotransmitter olarak sinir aksonu ucundan salnirlar,
bazen de hormon olarak viicudun bir yerinde yapilanarak noronlar tarafindan kan
dolagimina salinirlar vé bu yolla gesitli organ ve dokulara gotirilarler [1].

Simpato-adrenal sistem, parasempatik, sempatik ve adrenal medulla olmak
lizere U¢ grup igerir.: Bunlardan parasempatik sinir sisteminde kolinerjik, pre- ve
postgangliyonik sistem; sempatik sistemde ise adrenerjik ve polinerjik sinirler
bulunmaktadir.

Adrenal medulla sistemi, gercekte sempatik sinir sisteminin bir uzantisidir,
¢linkii pre- ve postgangliyonik sinir uzantilart adrenal medullada sonlanurlar.
Burada katekolaminlerin tiretildigi yer olan kromaffin hiicrelere etki ederler. Bu
nedenledir ki, adrenal medulla aksona uzantisi olmayan O6zellesmis bir sinir
kokidir. Kromaffin hicreler uzak mesafelerde etkili olabilen tiriinleri sentezler,
depolar ve agiga cikarirlar. Adrenal medulla da mikemmel bir endokrin organ
gibi davranabilir [1].

Katekolaminler,  potasyum  dikromata maruz  kalinca® kirmiz1
kahverengimsi bir renk olugturan graniller igerdikleri igin bu sekilde
adlandirilmis kromaffin hiicrelerinde sentezlenir. Bu hiicre topluluklari, kalp,
karaciger, bobrekler, cinsiyet bezleri, postgangliyonik sempatik sinirlerin
adrenerjik noronlart ve‘ santral sinir sisteminde de bulunurlar [20].

Adrenal meduliadan salgilanan katekolaminlerin %80 i adrenalindir. Bu
norotransmitteri salan hiicreler, medullada az yogunlukta iri grantller tasirlar.
Geriye kalan aminler ise noradrenalindir ve medullada bu norotransmitteri
sentezleyen hiicreler kugiiktir ancak ¢ok granil tagirlar [1]. Adrenalin ve

noradrenalin, adrenal medullada ve diger kromaffin dokularinda degisik



hiicrelerde depolanlilar. Sempatik sinir uglarindan salgilanan katekolaminlerin
buyik ¢ogunlugu noradrenalindir ve dopamin ile birlikte beynin gesitli

bolgelerinden sentezlenirler [3].
2.2. Katekolaminlerin Biyomedikal Onemi

Sempatoadrenal sistem hormonlari, hayat igin zorunlu olmamakla beraber
akut ve kronik streslere adaptasyon igin gereklidir. Agir strese yanitta adrenalin,
noradrenalin ve dopamin temel elemanlardir. Katekolaminlerin strese karsi
verdikleri yanit daha az fonksiyonu olan organlara goére (cilt, gastrointestinal
sistem ve lenfoid doku), hayati olanlarda | (beyin, kas, karaciger ve
kardiyopulmoner sistem) bir ¢ok kompleks olayin akut ve biitiinlegtirilmis bir
uyumunun sananmasi ile iligkilidir. Katekolaminler yalmz baglarina stres yanitini
kolaylagtirmazlar, bunlara glukokortikoitler, biyiime hormonu, vazopressin,

anjiyotensin-2 ve glukagonda yardimci olur [20].

2.3. Katekolaminlerin Biyosentezi

Vicutta bulunan katekolaminlerin  sentezi, fenilalanin ve tirozin
aminoasitlerinin hidrbksilasyonu ve dekarboksilasyonu ile olusur ve her
basamakta ayrt enzim reaksiyonlari katalizler [19]. Katekolaminlerin biyosentez
basamaklari Sekil 2.1. de gorulmektedir.

1. Fenilalanin, aminoasit oksidasyonu ile ortaya ¢ikan bir ara triindir ve
katekolamin sentezinin temel maddesidir. Fenilalanin hidroksilaz, karacigerde ve
az miktar da bobreklerde bulunur. Fenilalanin, fenilalanin hidroksilaz yolu ile
tirozine donigiir [21].

2. Tirozin kanda bulunur [1] ve katekolamin salgilayan noronlara ve
adrenal medulla hiicrelerine yogunlastirict bir mekanizma ile tasiur. Bu
hiicrelerin sitoplazmasinda tirozin, tirozin hidroksilaz enzimi ile katalize edilen
hidroksilasyon yolu ile dopaya ¢evrilir. Tirozin hidroksilazin kofaktorii

tetrahidropterindir ve aym reaksiyon sirasinda bu madde dihidrobiopterine



donustiralor [19]. Tirozin hidroksilaz enzimi kromaffin hiicrenin sitozoliinde
bulunur [1].
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Sekil 2.1. Katekolaminlerin biyosentezi [19].

3. Sitozolde bulunan bir bagka enzim olan dopa dekarboksilaz, dopayt
tizerindeki karboksil grubunun ayrilmasimi saglayarak dopamine gevirir [1]. Baz
otonom sinirlerin gahgliyonlarlnda ve beynin bazi bolgelerindeki noéronlarda,
katekolamin sentezi dopamin evresinde durdurulur ve bu noéronlarn ucundan
dopamin salinir (Dopafninerjik sinirler) [19].

4. Dopamini noradrenaline ¢evirecek olan enzim, dopamin-beta-
hidroksilaz (DHB) dir ve sadece kromaffin hiicreler iginde bulunur.. Bu
doniisimiin gerceklesmesi igin dopaminin granillii vezikiil igine girmesi gerekir
[19]. Graniil iginde sentezin devamu igin ise askorbik aside (C vitamini) ihtiyag
vardir. Askorbik asit graniillerde bol miktarda bulunur ve tepkimede elektron

verici gorev yaptigi sanilmaktadir.



5. Son basamakta ise noradrenalin adrenaline cevrilir. Bu reaksiyonu
katalize eden enzim feniletanolamin N-metil transferaz dir ve granil disinda
sitozolde bulunur. Bu nedenle, noradrenalin graniilden digari sizar, adrenaline
donustirilir ve depo edilmek tizere tekrar graniile girer [1].

Simpatik noronlarda katekolaminlerin sentezi noradrenalin basamagina
kadardir. Adrenalin, sadece adrenal medullada noradrenalin-N-metil transferaz
enzimi tarafindan metillenerek biyosentezini tamamlar [22]. Adrenalin sentezi,
ayrica adrenal korteks hormonlarinin etkisi altindadir ve korku, stres gibi salinimi

arttiran etkenler korteks hormonlarinin salinmasina neden olur [1].
2.4. Katekolaminlerin Depolanmasi ve Salgilanmasi

Depolama kromaffin graniillerde olur. Adrenal medullada, biyosentez,
geri alim, depolama ve katekolamin saliimimi bagarabilen organeller olan
kromaffin graniller yeralir. Bu graniiller, katekolaminlerle ilgili gorevleri
yamisira ATP, Mg*™, Ca™ ve birgok proteini de depo ederler. Bu proteinler, sinir
sistemi ve organlar iizerinde etkilidirler ve graniilde bulunan proteinlerden bir
tanesi de kromagranin A dir. Gorevi ise, grantillerde bulunan katekolaminlerin
ATP ye baglanmasim saglamaktir. Bir katekolamin, ATP ye bagimh transport
mekanizmas! ile grantile alinir ve noradrenalin bu graniil i¢inde depolanir ancak
N-metilasyona ugrarriak tizere granilii terkedebilir ve ondan sonra olugan
adrenalin yeni bir grantil topluluguna dahil olur [1,20].

Adrenal medullanin néronal uyarimasi, depolanma granillerine ait
membranlarin plazma ‘membrantyla birlesmesine yol acar, bu da noradrenalinin
ekzositoz yolu ile salmmma neden olur. Bu yol, nérotransmitterlerin
salgilanmasindaki temel mekanizmadir ve Ca™ a bagimh bir olaydir. Ekzositoz
yolu ile salinma sirasinda, sempatik sinirlerin impulslar1 adrenal medulladaki
kromaffin hucrelerine:y gelince sinir uglarindaki noérotransmitterler salir ve
hiicre membranindaki reseptorii ile birleserek kalsiyum kanallarini agarlar ve
hiicreye Ca®™ girisi saglanir. Olay igin gerekli enerji, Mg"" tarafindan aktive

edilen ATP nin pargalanmasiyla olusur.



Katekolaminlerin  noéronal geri alimi, katekolamin  hormonlarmin
muhafazast ve norotransmitor aktivenin hizla sona ermesi, uyarilan néronlarin
tepkimeyi sonlandirmalart igin gereklidir. |

Sempatik  sinirlerden  farkli olarak adrenal medulla saliverilmig
katekolaminlerin depolanma ve gerialimmu ile ilgili bir mekanizmaya sahip
degildir. Adrenal medulladan salinan adrenalin, karaciger ve iskelet kasma gider
fakat daha sonra hizla metabolize olur. Katekolaminler, plazma albumin ile
gevsek baglanti iginde dolagima katilirlar ve son derece kisa biyolojik omiirleri

vardir [1,20].
2.5. Katekolaminlerin Metabolizmasi

Katekolamin yapisindaki ndrotransmiterler iki enzim tarafindan yikilirlar.
Bu enzimler katekol-O-metil transferaz (COMT) ve monoamin oksidaz (MAO)
dur. Katekolaminlerin metabolizmasi yolu Sekil 2.2. de gosterilmistir.

Noradrenalin, dopamin ve adrenalin biyolojik olarak inaktif Uriinlerine
oksidasyon ve metilasyon yolu ile metabolize edilirler. Oksidasyon reaksiyonu
MAO, metilasyon reaksiyonu ise COMT tarafindan katalize edilir.

MAO, monoaminleri deamine eden  bir  oksidorediiktazdir.
Katekolaminlerden ve birgok bilesikten amino grubunu uzaklastirir. Viicutta genis
bir dagilim gosterir, en ¢ok karaciger, mide, bobrek ve bagirsaklarda bulunur. Bu
enzim, ¢zellikle katekolaminlerin salgilandigi sinir uglarinda oldukg¢a boldur ve
mitokondrinin dig yiizeyine yerlesiktir.

COMT ise, viicutta genig bir dagilim gosterir, en ¢ok karaciger, bobrek ve
diz kaslarda bulunur. Fakat sinir uglarinda bulunmayan sitozol (hiicre igi) bir
enzimdir. COMT, genellikle katekolaminlerin benzen halkasmin 3. konumuna
(meta pozisyonuna) bir metil grubunun ilavesini katalize eder. Bu reaksiyon,
divalan bir katyonu gerektirir ve burada 5-adenozil metiyonin metil donoridur.
Substrata bagimh olan bu reaksiyonun sonucunda homovanilik asit, normetanefrin

ve metanefrin olusur [19,20].
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Sckil 2.2. Katekolaminlerin metabolizmast [20].

Dolagimda bulunan katekolaminlerin buytk bir bolimii O-metillenmig
haldedir. O-metil tirevlerinin idrardaki yogunluklarimin oOlgimi, adrenalin ve
noradrenalin miktarlarmn bir gostergesidir. Aym zamanda tiirevler siilfiirik asit
ve glukoronitler ile konjuge edilir.

O-metil tirevleri, metanefrin ve normetanefrindir. Viicuttan atilamayan bu
tirevler biyiik oranda okside edilirler. Bu tirevler, MAO inhibitorligiinde idrarda
en ¢ok bulunan ve bir katekolamin metaboliti olan vanil mandelik asite (VMA)
dontigiirler. VMA, adrenalin ve noradrenalinin O-metillenmis deamin triiniidir.
Diger taraftan, noradrenerjik sinir uglarinda noradrenalinin bir bolimi strekli
sekildle MAO tarafindan fizyolojik olarak inaktif deamine tlrevlerine, 3,4-
dihidroksimandelikasit ve bunun esdeger glikoline doénustirulir. Bu tlirevler
dolagima girer ve daila sonra esdegerleri O-metil tiirevlerine, VMA ve 3-metoksi-
4-hidroksi fenil glikole (MHPG) O-metillenebilirler.

Dopaminerjik sinirlerde ise, MAO ve COMT enzimleri dopamini inaktif

hale getirirler. MAO nun katalizledigi deaminasyonlarda oldugu gibi once



aldehitler olugur ve sonra aldehit dehidrogenazlar varliginda karsilik gelen asitlere
okside edilirler ve DOPAC ve homovanilik asite (HVA) doniigiir. Aldehitlerde
3,4-dihidroksi fenitanole (DOPET) ve 3-metoksi-4-hidroksi fenitanole indirgénir.
Bu arada DOPAC ve HVA in bir bolimii stlfat konjiigatlarim olustururlar. cAMP

nin ise sinaptik transmisyonda ise karigtig1 samlmaktadir [19].
2.6. Katekolamin Sentezinin Sinir impulslariyla Diizenlenmesi

Adrenal medullanin pregangliyonik liflerini saglayan splanknik sinirin
uyarilmast, katekolaminler, granul tasiyict protein ve dopamin beta hidroksilaz
(DBH) 1n farkh salinimu ile sonuglanir.

Sinirlerin stirﬁulasyonu da artmug katekolamin sentezi ile sonuglanir.
Noradrenalin sentezi akut stresten sonra artar ama burada tirozin hidroksilaz
aktivesi artmakla beraber tirozin hidroksilaz miktari degismemektedir. Tirozin
hidroksilaz, cAMP yé bagimli protein kinaz igin bir substrattir ve bundan dolay:
bu aktivasyon fosfdrilasyon ile iligkili olabilir. Kroniklesmis sempatik sinir
aktivesinin eslik ettifi uzamug stres, tirozin hidroksilazin artmig miktar ile
sonuglanir. DBH nin da benzer bir endiksiyonu bildirilmigtir. Katekolamin
biyosentez yoluna ait enzimlerin endiiksiyonu, fizyolojik strese bir g¢esit uyum
yolu olup noral (tirozin hidroksilaz ve DBH artisi) ve endokrin (FNMT

(feniletanolamin-N-metil transferaz) endiiksiyon) faktorlere baghdir [20].
2.7. Katekolaminlerin Etki Mekanizmalarina Goére Siniflandirilmasi

Katekolaminlerin etki mekanizmasini reseptor biyolojisi ve hormon etkisi
olusturur.  Katekolamin reseptorleri oa-adrenerjik, f-adrenerjik ve D-
dopaminerjiktir. Noradrenalin a-~, adrenalin B- ve dopamin D- reseptorleriyle daha
fazla etkilegirler [20].

Katekolamin reseptér araciligi ile olusan etkileri ve siniflandiriimast:
o~ Adrenerjik reseptori
a-1: Diiz kas kasilmasi, kan damarlari, genitouriner traktis

a-2: Diiz kas gevsemesi, diiz kas kastlmasi, bazi vaskuler yataklar.



Kisitlamalar: Lipoliz, renin agiga ¢ikigi, trombosit kiimelesmesi, insiilin
sekresyonu [20].
B-1: Kalbin hizlanmasi, kalp kasinda gerilimin artmast, lipolizin uyarilmast,
B-2: Vazodilasyon, bagirsaklarda gevseme ve uterusta gevseme, bronslarda
dilatasyon, kalori olusumu, glikojenoliz, idrar torbasinda gevseme,
D: Cizgili kaslarda gevseme ve kasilma hareketleri, beyin fonksiyonlarina gore

noradrenalin ve adrenalin sentezini baglatma [1].

2.8. Katekolaminlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

OH OH

Hi H
- .
HO CHs HO
Adrenalin Noradrenalin
HO 1 H
NH2
g
HO ) 3¢
Dopamin 3,4-dihidroksibenzil amin (IS)

Sekil 2.3. Katekolaminlerin agik kimyasal formiilleri

2.8.1. Adrenalin (Epinefrin)

Adrenalinin = kimyasal formiila  4-[1-hidroksi-2-(metilamino)etil]-1,2-
benzendiol dir. Kapalh formiili, CoHi3NO; dir. Agik kimyasal formiili Sekil 2.3.
de verilmigtir. Mdlekiil agirhigr  183.20 dir. Adrenalin  pirokatesin-etanol-
metilamin yapisindadir. Beyaz ya da ¢ok agik kahverengi, hava ve 1gik etkisiyle
yavag yavag koyulagan kristallerdir. 212 °C dolaymnda bozunarak erir. Suda az
¢oziiniir. Alkol, eter, aseton, kloroform ve yaglarda ¢oziinmez. Asitlerle suda
kolay ¢ozinen tuzlar olusturur. Tuzlarnn sulu ¢ozeltilerine amonyak veya alkali

karbonat ¢ozeltileri ilave edilirse adrenalin yeniden baz halinde ¢oker. Baz haldeki
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adrenalin renksizdir, zamanla oksitlenerek adrenalon halini alir ve pembe renge
donusir. Kuvvetli alkalilerle fenolatlarimi yaparak ¢oziiniir. Ozellikle noétral ve
bazik ¢ozeltilerinde oksijen varliginda yiikseltgenir, olusan kirmizi rengin nedeni
adrenokromdur. Fenolik hidroksillerden dolay: rediiktér 6zelligi vardir [23]. Insan
ve hayvanlarda I-formunda meydana gelen ve adrenal medulla tarafindan tretilen

temel sempatikomimetik nérotransmitterdir [3,23,24].
2.8.2. Noradrenalin (Norepinefrin)

Noradrenalinin =~ kimyasal  formuli,  4-(2-amino-1-hidroksietil)-1,2-
benzendiol diir. Kapali formiili CgHiiNO; dir. A¢ik kimyasal formuli Sekil 2.3.
de verilmigtir. Molékﬁl agurigt 169.18 dir. Noradrenalin, bir pirokateko
(pirokategin) etanol amindir. Beyaz renkli kristaller gorintimiindedir. 191 °C
dolayinda bozunarak; erir. Suda az ¢ozunir. Eter ve alkol igerisinde ¢ok az

¢ozOnur [5,24].
2.8.3. Dopamin

Kimyasal formuli 4-(2-aminoetil)-1,2- benzendiol diir. Kapali formiili
CsH1INO, dir. Agik kimyasal formiilii Sekil 2.3. de verilmistir. Molekil agirhg
153.18 dir. 214 °C de bozunarak erir. Serbest halde bazik 6zellik gosterir. Beyaz
renkli bir tozdur. Suda g¢ok ¢ozinir, metanol ve sicak % 95 lik etanolde
¢cozlnir, eter, petrol ‘eteri, kloroform, benzen ve toluende ¢Oziinmez. Alkali
hidroksitlerin sulu ¢ozeltilerinde ¢oziniir. Oksijene olduk¢a duyarlidir ve

rengini kaybeder [24].
2.9. Katekolaminlerin Etkileri ve Fonksiyonlari
2.9.1. Adrenalin

Adrenalin, adrenal medulladan salgilanan norotansmitterlerin buyiik

gogunlugunu olusturur. Aym zamanda beyin kokinde adrenalin salgilayan
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adrenerjik noronlar bulunur. Adrenal medullada ise biiyik ¢aph graniiller iginde
bulunur ve buradaki sentezi sempatik sinirler ve glukokortiotlerce
diizenlenmektedir. Adrenalinin direk olarak dokularda oksidasyonu arttiran bir
etkisi vardir, bunun §onucunda viicutta bazal metabolizma degeri yiikselir [19,25].

Perifer damarlarda kan akimma ve kan basincina etkileri bulunmaktadir.
Genel olarak adrenalin beyin digindaki tim kan damarlarinda daralma yapar ve
damar diiz kaslanim kasilmaya sevkeder. Bu siradaki aktivite agisindan, deri
damarlarim daraltirken iskelet ve kalp kasi damarlarii genisletir. Adrenalin genel
olarak kan basincinin artmasini saglar, bu etki ise kan damarlarindaki diiz kaslarin
kasilmaya sevkedilmesinden kaynaklanir. Sistolik basmci artirir, diyastolik
basinci arttirmaz. Bunun nedeni hala bilinmemektedir [26].

Kalp tizerine olan etkileri incelendiginde, genel olarak izole edilmis kalpte
denendigi zaman kalp atim sayisimin ve kasilma giictinii artirdigy goriiliir. Etki
sirasinda kalbin simpatik sinirlerini uyararak kalp atim sayisim artirmaktadir
(kronotropik etki). Dogrudan kas kasilma giictinii arttirir (intropik etki) [1].

Solunum ola§1nda bronglarin diiz kaslarini gevsetir ve hava akimina kargi
direnci azaltir ve solunum derinligini arttirir [26].

Metabolizma ile ilgili olan etkileri, karbonhidrat ve yag metabolizmast
tzerinedir. Karbonhidrat metabolizmasinda, stres etkisiyle olusan bir uyar: sonucu
(korku, heyecan, kanama, hipoksi vb) adrenal medulladan salgilanan adrenalin,
karacigerde glikojenolize yol agar ve kasta fosfarilazin stimiilasyonuna neden
olur. Karacigerdeki : glikojen fazla yikilarak hiperglisemi meydana gelir. Cok
kiigiik adrenalin miktari, kan sekerini 500-700 mg a ylikseltir ve idrarda glikoz
cikabilir. Bu sirada kaslarda da glikojen yikilmasiyla laktik asit olusur ve kana
gecebilir [20,25].

Yag metabolizmasindaki etkisi ise, adrenalinin yag dokusunda lipolizist
artirmasindan kaynaklanmaktadir ve buna bagli olarak kanda serbest yag asidi
orami artar. Iskelet kés1 kandan yag asitlerini alir ve enerji igin kullanir. Kalp kasi
enerjisinin % 67 si yag asitlerinden saglanir. Adrenalin dokularda metabolik hiz1
%30 kadar arttirir [26].

Vicut swakllglm ayarlayan mekanizmalarda, soguk ortamda aktive eden

endokrin etki gosterir. Sogukta titreme, kas kasilmalariyla olusan somatik
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ayarlama mekanizmasidir. Sogukta adrenalin salgisinin artmast, sicakta azalmasi

gibi tepkimeler Wcut sicakligmin ayarlanmasinda endokrin etkilere Ornektir

[20]. |
Fizyolojik olarak ise damarlarin genigleyip daralmalan sirasinda gorev

alirlar.
2.9.2, Noradrenalin

Adrenalin ile birlikte viicudun otonom sinir sistemini caligtiran maddedir
[26]. Noradrenalin, viicutta bir ¢ok postgangliyonik sempatik sonlanmalar,
cerebral cortex, hypothalamus, cerebellum ve omurilikte bulunur [19].
Noradrenalin salgilayan noronlara noradrenerjik néron adi verilir. Bu néronlar
ozellikle pons’taki locus ceruleus'ta yeralip uzantilarim beynin genig alanlarina
gonderir. Noradrenalinin viicutta bazal metabolizma degeri diguktiir, ¢iinki
daha ¢ok sinir sister@i icinde etkilidir [25].

Noradrenaliril insanlarin  ve  hayvanlarin  hayatindan  memnun
(6dullendirilmig) bir ruhsal duruma girmesini ve uyamk bulunmay: saglar,
ruhsal durumu diizenler, riiya gorme ve uyku olaylarinda ise karigir. Otonom
sinir sistemi iginde, sahsin varhigim strdirebilmesi i¢in gerekli davramglar
(yeme-igme, digmam ile karsilastiginda kizma, hiddet, kavga veya kagip
kurtulma reaksiyonlarinda noradrenalin salglandigr gorilmiistir. Beynin
omurilik ve cerebelfum kismunda bulunan noradrenerjik noronlar burada limbik
sisteme de etki ederek seksiel giftlesme ile baglayip gebe kalma ile sonuglanan
bir dizi davramslarml olusumunda etkin olarak sentezlenir [1,3].

Periferik damarlarda kan akimina ve kan basincina etkileri vardir.
Beynin disinda tﬁm;kan damarlarinda noradrenalin, diiz kaslan kasilmaya sevk
eder ve damar daralmast yaratir. Sistemik kan basinciu arttirir, hem sistolik
hemde diyastolik kan basincini yiikseltir.

Kalp iizerine etkileri vardir. Izole edilmis kalpte denendigi zaman kalp
atim sayisiu arttirir (Kronotropik etki). Kalp kasilma giictnd arttunir (inotropik

etki). Ancak invivo injekte edildikten sonra etkisi degisiktir. Noradrenalin
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injekte edilince kalp atim sayis1 azalir. Bu etki vagus sinirinin refleks yoluyla
uyarilmasindan ileri gelir, zira atropin bu etkiyi ortadan kaldirr.

Solunum olay: sirasinda noradrenalin bronglarin diz kaslarini genisletir,
solunum derinligiﬁi arttirir, hava akimina kargt direnci azaltir ve ventilasyonu
artirir. Boylece aktif dokunun oksijen ihtiyacim kargilar [26].

Termoregﬁiator sistem Uzerinde, sogukta aktive eden endokrin etkiye
sahiptir. Sicaklik ayarlayict merkezler soguk ile aktive edilince noradrenalinin
sinaptik norotransmitter gérev yaptig ile ilgili kanitlar vardir [1].

Karbonhidrat metabolizmasi iizerinde de etkisi bulunmaktadir.
Noradrenalinin bu mekanizmadaki hiperglisemi etkisi, adrenalinin meydana
getirdigi etkinin % 5 1 kadardir [25]. Ancak iskelet kaslarinda glikojenolizisini
arttirir ve ATP yapimini huizlandrr [1].

Yag metaﬁolizmasmdaki etkisi tam olarak bilinmemekle beraber,
adrenalin ile birlikte yag dokusundaki lipolizisi arttir. Olusan yag asitleri kan

dolagimina girerler [1].
2.9.3. Dopamin

Dopamin Beyin kokiniin  substantia nigra denilen bolgesindeki
noronlardan salinir. Bu néronlanin aksonlant nucleus caudatus’ta son bulur.
Dopamin salgilayan néronlara dopaminerjik néron denir [1].

Dopamin merkezi sinir sisteminin 6neml bir norotransmitteridir.
Merkezi sinir sistefni, kas hareketliliginin saglanmasi ve koordinasyonundan,
viicudun  hareketlerinden, hafizamn  kontrolii, susama, kan basimnci...vb
kontroliinde ve denetiminde gorevlidir [3]. Dopamin, kaslarin tagima olayindan,
koordinasyonuna kadar viicudun hareketleri diizenlenirken sentezlenir [20].
Cizgili kaslarin normal tonus ve kasilmasinda kontrol gorevi yapan corpus’ta
dopamin miktar1 fazladir. Bu noromediatdr, stratium’daki striol néronlar inhibe
ederler. Bu inhibisyon ise, istege gore hareket etme, hareketlerin hizlanmas: ve
yiiz kaslarimin hareketlerinde (gilimseme, goz kapaklarnin hareketleri ...vb)

kolaylik saglar.
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Psikolojik fonksiyonlarda da etkisi bulunmaktadir. Dopamin insanlarda
beyinde durtli ve digtnce kaliplarim da etkiler [3]. Hafizanin kontrolii, susama,
kan basinci diizenlenmesi, uyamklik ...vb olaylarda noradrenalin ile birlikte
gorev alirlar. Do;;amin, kisilerin kendini korumak i¢in kavga, kagma, kizma,
hiddet sirasinda tagikardi, hiperventilasyon, adrenal medulladan adrenalin
salinmasi aktivitelerinin dizenlenmesinde rol alir [20]. Dopamin ayrica
hypothalamus’a gelen impulslara goére adrenalin ve noradrenalin sentezinin
duzenlenmesi, uyku ve uykusuzluk hallerinin ayarlanmasi, heyecan kontrolii,
korku ve hiddet olaymin dizenlenmesinde ve seksiiel davraniglar, viicutta su
dengesi ve susaménm kontroli gibi durumlarda salgilanarak ilgili endokrin

bezinden ilgili horrﬂonun sentezlenmesinde yardimci olur [1].

2.10. Katekolaminlerin Eksik veya Fazla Sentezlenmesi Sonucunda Olusan

Farmokolojik ve Fizyolojik Etkiler

Katekolaminler farmakolojik ve fizyolojik olarak organizmada onemli
gorevlere sahiptir  ve sentez swrasinda, az ya da ¢ok sentezlenmeleri
organizmanin dengesini bozarak asagﬁda yer verilen gegitlh hastaliklara neden
olmaktadir.

Fenilketonuri:: Fenilalanin metabolizmasinda rol alan basamaklar onemli
klinik o6zellikler taslmaktadlr. Cunkii bu basamaklar birgok Onemli enzimin
dogustan eksikligi ile olusan ¢esitli dogumsal metabolizma hastaliklarinin
merkezidir. Fenilketoniiri, siddetli zeka geriligi ve kan, doku ve idrarda buyik
miktarlarda fenilalanin ve onun ketoasit tiirevlerinin birikmesi ile karakterize
olan bir bozukluktur. Nedeni, genellikle dogumsal olarak fenilalanin
hidroksilazin eksikligine yada yokluguna bagldir. Bu enzimin geni onikinci
kromozomun uzun kolunda bulunur. Bu gendeki ¢ok sayida farkli mutasyonun
fenilketoniiriye yol agtigt géralmistir. Fenilketoniiri, tirozinin hidroksilasyonu
icin gereken biopterin kofaktoriiniin yenilenmesini saglayan pteridin reduktazin
eksikligi veya yokluguyla veya biopterin sentezi ile de olusturulabilir.

Fenilketon olan fenilketoniiri maddesi idrarda bol miktarda bulunur. Bu hastalik
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tedavi edilmez ise ileri derecede zeka geriligine neden olur. Tedavi, fenilalanin
icermeyen besinlerj3 verilerek yapilir [1,19].

Parkinson 'hastaligi: Corpus striatum’da substantia nigra sisterrﬁnde
melanin kayb: ve dopamin yetersizligi sonucu ortaya ¢ikar. Kaslarda kontrolsiiz
bir titreklik baslar‘ ve bu durum kaslarin dinlenme durumunda daha belirgindir.
Hastalara L-dopa‘ verildigi zaman tedavi edilebilir. L-Dopa, dopaminin 6n
maddesidir ve ka}n—beyin engelini dopaminden daha kolay gecerek beyin
hiicrelerine ulagir [4,27].

Sizofreni: Beyin bolgesinde olusan, uyanik durumda bile asiri hayal
gorme hastallgldlr; Hastalhigin asil nedeni halen bilinmemekle beraber limbik
sistem ile neokorteks arasindaki baglantinin bozulmasi sonucu olustugu
sanilmaktadir. Bu olayda dopaminerjik sistemin rolii vardir. Beyin bolgesine
gelen uyarilar fazla dopamin salgilanmasina neden olur. Fenotiyozin grubu
ilaglar, merkezi dopamin reseptorlerini  bloke ederler, ancak hastaligin
tedavisinde tam olarak bagariya ulagilamamigtir [1,4].

Feokromasitoma timorleri: Adrenal medullada kromaffin hiicreleri
icinde olusan timor sonucunda devaml olarak adrenalin ve noradrenalin
salinimi yapllmaktédlr. Tumorin nasil olustugu heniiz aydinlatilamamugtir.
Tumorin tanisinda kullamlabilecek yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir [20].

Kronik hi}ﬁertansiyon: Feokromasitoma timorii sonucu salinan
katekolaminler kronik hipertansiyona neden olabilir. Bu norotransmitterler,
biitlin viicut arteriyollerini daraltiklar gibi bobrek arteriyollerinide daraltir ve
boébreklerin arteriyal% kan basincini ayarlama mekanizmasint engellerler [1,20].

Stres; Orgaﬁizmanm fiziksel veya ruhsal, ya da hem fiziksel hemde
ruhsal alanda gevr§ ile, kendi kendisi ile uyumlulugunun bozulmasidir. Baz
stres durumlari sunIardlr: Cesitli travmalar, siddetli ve bunaltici sicak, siddetli
ve Onlenemeyen s;oguk, her ¢esit hastalik halleri, ameliyatlar, korkuiar,
sevingler, konulan engeller, kargilagilan zorluklar, Uimitsizlikler ...vb olaylar
beyin bolgesinden ve adrenal medulladan adrenalin ve noradrenalin gibi
sempatikomimetik maddelerin fazla miktarda salgilanmasma neden olur. Bu
norotransmitterler organizmayi streslere adapte etme gorevi yaparlar. Stres

yenilmedigi stirece ésm depresyona neden olabilir. Adrenal medullanin hasar
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gormesi, noradrenalin ve adrenalin sentezlenmesini biiyiik 6lgiide azaltir.
Adrenal medullanin zarar gérmesi belki 6lime neden olmaz ama otururken
saglikli gibi gt’)rﬁpen bir insanin ayaga kalkmasi yiiriimesi gok guigtir. leh
hareket etmesi imkansizdir [1,21].

Septik sok: Sok, dolagimin iflas1 veya perifer dolasimin iflas: olarak tarif
edilebilir. Ortaya ¢ikan ani stres durumlarn kigiyi soka sokabilir. Klinik gériniim
olarak yiizeysel vé hizli solunum, zayif nabiz, diguk arteriyel kan basinci, deri
rengi solmasi, hu%ursuzluk, mental depresyon, duyularin azalmasi ve susama
gorular.  Sok, buyuk bir zorlanma yarattigindan adrenal medulladan
katekolaminlerin salinmasina neden olur. Katekolaminlerin olusturdugu
vazokonstriksiyon ¢ok o6nemli olmamakla beraber baglangigta dengelenme
mekanizmalarina yardimer olur [1,2].

Brongiyal astim: Solunum olayinda diizensizliklerin olugmast astim
hastalifina etki eder. P-adrenerjik reseptorler uyariinca kalp hareketlerini
hizlandirir, bronslin genigletirler buna bagh olarak hava giris ¢ikist sirasinda
direng azalacaglndan solunum derinligi artar. Bu nedenle adrenalin ve
noradrenalin brongiyal astimin tedavisinde kullanilabilir [5,26].

Uyku ve koma durumu: Uyku durumunu baglatan hormon serotonindir
ve beynin hipothalamus bolgesinde bulunur. Uykudan uyanma sirasinda ise
noradrenalin salimmi baglar. Noradrenalin noronlarimin zedelenip sentezin
azalmasi sonucu uyku durumu artar ve komaya neden olabilir [1].

Hyperkinesis  (yerinde —duramama) ve insommnia (uykusuzluk):
Huzursuzluk, ani heyecanlanma ve hareketlilik hastalign belirtileridir. Hasta
fazla aktif olma isztegine ragmen olduk¢a yorgundur. Bu yorgunluk kaslarin
zayifligindan dolayildlr. Uykusuzluk da hastada olduk¢a sik gorillen bir
durumdur. Bir neden yokken iglerinden aglamak gelir. Yerinde duramama,
abartilmig hareketlef ve genellikle maksatsiz hareketler gozlenir. Ellerdé, dilde
ve g6z kapali iken ééz kapaklarinda hafif titremeler gorilur. Bu titremeler bazen
parkinson titrcnlelefine benzeyebilir. Sinir sistemindeki bu durum adrenerjik
antagonist ilaglarla duizeltilebilir. [1].

Neuroblastofna timori:  Genellikle adrenal medullada olusur

Yetiskinlerde %15 ile 50; gocuklarda ise %5 oraninda gorilir. Cocukluk
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doneminde gorilen tiimor kanserden dolayr 6lime neden olur. Katekolamin
sentezi swrasinda, bazen fazla dopamin sentezi, bazende fazla dopamin ve
noradrenalin sentezi goriliir. Dopamin, homovanilik asit olarak atilir [27]. |

Kalp Hastaliklar1: Katekolaminler kalp kasina dogrudan etki ederler. Stres
aninda, adrenalin miktarinin artarak kalp atun sayisinin ve kasilma giiciiniin
artmasi veya glndelik yagamda, kalbin normal iglevini yapmast igin gerektigi
kadar sentezlenir [1]. Gunlik yasamda yeteri kadar katekolamin sentezlenmedigi
takdirde kalp debisi azalir dolayistyla kalbe yeterli oksijenin girmesi engellenir.
Ya da, katekolaminlerin fazla salgilanmasi kan basincim arttinir; kalp kaslarinda
agirt kasilmaya neden olabilir. Kisacas: kalp krizlerinde katekolaminlerin aktif rol

aldiklan samlmaktédlr [13].
2.11. Katekolaminlerin Tayini Ile Ilgili Calismalar:

Katekolaminlerin biyolojik sivilardaki miktarlarimin belirlenmesi igin en
sik kullanilan yénﬁemlerden biri yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)
yontemidir. Bu yontemle yapilan caligmalarda elektrokimyasal ve floresans
dedektor yogun olarak kullamlmigtir.

Dixit ve arkadaglari [3], insan idrarinda, spesifik ve duyarh bir kalitatif ve
kantitatif ekstraksi}yon proseduri ile katekolaminlerin ve metabolitlerinin tayini
icin elektrokimyasal dedektoérin kullanildigi bir yitksek performansli stvi
kromatografi yontemi gelistirmislerdir. Silikajel igeren kati faz ekstraksiyon
kolonlar kullanilarak sézkonusu bilesikler, idrardaki bilesenlerden segici olarak
izole edilmistir. Ug: farkhi ekstraksiyon prosediriiniin uygulanmasinin ardindan,
elektrokimyasal ~dedektorle serbest katekolaminler (noradrenalin, adrenalin,
dopamin), bunlarin  bazik metabolitleri (normetanefrin, metanefrin ve 3-
metoksidopamin) ve asidik metabolitleri (vaniliimandelik asit, homovanilik asit
ve S -hidroksiindolaéetikasit) ayrilmig ve miktari tayin edilmigtir.

Ehrenstrém: [6], ters faz iyon ¢ifti HPLC sistem ve elektrokimyasal
dedektor kullanarak kiigik hacimli plazma numunelerinde katekolaminlerin
analizini saglayan bir yontem gelistirmistir. Hizli isokratik ayiimlarin

gergeklestirilmesinde 3C18 3um silika igeren 7.5cm x 4.6mm (i¢ gap) lik ters faz

Anadolu Universites
Merkez Kiitiphane
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kolonlar1 kullanilmustir. L-Dopa, dopac, noradrenalin, adrenalin ve DHBA (ig
standart) ve dopamin 4 dakikadan daba az bir siire iginde ayrilmugtir. Ug farkh
elektrokimyasal hiicrenin  performans;,  hidrodinamik Voltammogfamlarl
kullanilarak bant genigleme etkisi, dogrusallik ve saptama s agisindan
kargilagtirdmugtir.. Alumina ile ekstraksiyonun kullanildigi numune hazirlama
prosediirii, geri kazanimu artirmak ve seyreltme faktortnii azaltmak i¢in modifiye
edilmistir. Modiﬁye karbon pasta hiicre (CP-O), daha once bildirilen camsi
karbon (GC) hiicreden 6-8 misli yiksek yanit vermigtir. Saptama siri, her bir
injeksiyonda, L—dbpa icin 80 pg, noradrenalin igin 1.25 pg, adrenalin i¢in 1.25 pg,
DHBA i¢in 0.4 pg, Dopac i¢in 1.25 pg ve dopamin i¢in 0.6 pg dir. Dinlenme,
stress ve eksersiz kosullarinda fare ve baliklardan alinan plazma numunelerindeki
uygulama bildirilmistir. Katekolaminlerden bagka, diger parametrelerin analizinde
de kullanilacak yontem, aym hayvandan bir giinde birkag defa alinan kiigiik
hacimli plazma numunclerinde (<500 pl) katekolaminlerin tayinine olanak saglar.

Kumar ve arkadaglari [7], idrardaki serbest katekolaminlerin tayini igin
basitlestiritmis  bir HPLC tayini tarif etmektedirler. Katekolaminlerin
(noradrenalin, adrenalin ve dopamin) idrardan ekstraksiyonu igin prosediir,
Biorex-70 kolonlarin kullamimim kapsamaktadir. Ekstre edilen katekolaminler,
C18, 5 p ters faz kolon kullanilarak yuksek performanslt sivi kromatografi ile
ayrilmig ve elektrokimyasal dedektér kullamilarak saptanmigtir. Integrasyon ve
hesaplamalar, i¢ standart olarak dihidroksibenzilaminin ile alan orami yo&ntemi
kullanilarak saglanmigtir. Her bir katekolamin i¢in %90 dan daha yiksek bir geri
kazanima ulasllmistlr. I¢ standarda goére hesaplanan amin alan oram ile genig bir
derigim aralig: arasinda dogrusal bir iligki gozlenmistir. Yontemin hizh ve basit
oldugu ve c;esi'ﬁtli‘ psikiyatrik hastaliklarda katekolaminlerin rolii ile ilgili
caligmalarda kullaniglt oldugu kamtlanmgtir.

Bryan ve O’Donnel [8], elektrokimyasal dedektorin kullamldigi yiksek
performansh sw1jkromatograﬁsi yontemi ile yaptiklari galigmada, fizyolojik tuz
¢ozeltilerinde isoprenalin ve onun metaboliti 3-O-metilisoprenalinin, duyarls, basit
ve hizli analizinif saglamglardir. Tayin iglemlerinde, numunenin temizleme &n

islemleri ve ekstrz{ksiyonu icin zaman alict prosediirlere gerek yoktur ve Nova-
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Pak C18 kolon, is%okratik hareketli faz ve amperometrik dedektor kullanidmugtir.
Ayrica, hareketli fazin bilesimindeki kugik degisikliklerin, noradrenalin ve
adrenalinin ve onlarin O-metil ve O-metil deamine tiirevlerinin (normetanefrin,
metanefrin, 3-metoksi-4-hidroksifeniletilen glikol ve 3-metoksi-4-
hidroksimandelik asit) in duyarli tayinleri i¢in olanak saglamustwr. Bu HPLC
tayini, dokulardaki monoamin oksidaz ve katekol-O-metiltransferaz ile
katekolaminlerin ardigtk metabolizasyonunun ve geri aliminin incelenmesi ile
ilgili in vitro ¢aligmalar, metabolitlerin kolon kromatografik ayrnilmasi, ve
[*HJaminlerin yerdégistirme bigiminde kullanimlar i¢in yeterince duyarli ve hizh
oldugu bildirilmektedir.

Yang ve arkadaglart [9], elektrokimyasal dedektorlii ters faz iyon gifti
yuksek performansh sivt kromatografi yontemini kullanarak 14 tane katekolamin
ve onlarm metabolitlerinin beyin dokusu ve beyin-omurilik sivisinda ayni anda
tayini icin basit bir yontem gelistirmislerdir. Tim bilesiklerin ayrilmasi ve analizi
igin gerekli zaman235 dakikadan daha azdir. Miktar tayini, i¢ standart olarak
isoproterenol kullaﬁlmlna dayanmaktadir. Hareketli faz, 0,1 M formikasit ve
sodyum-1-oktan sulfonik asit iceren asetonitril kangimindan (91:9 Wh)
olusmaktadir. Bu yontemin kullanimu ile beyin dokusundaki norotransmitterlerin
analizi, on iglemler uygulamadan saglanabilir.

Musso ve arkadaglann [10], insan plazmasindaki konjuge haldeki
katekolamin diizeylerinin elektrokimyasal dedektorli HPLC analizini tarif
etmektedirler. Bu ' yontemle, serbest katekolamin miktani ¢ikarilmaksizin
konjugate katekolarhin diizeyleri dogrudan bulunabilir. Tayin islemi, serbest
katekolaminlerinin ei(strasyonlarlndan sonra kalan artik supernatan kullanilarak
yapilir. Elde edilen éonuqlm, klasik enzimatik yontem ve asit-1st hidroliz yontemi
ile karsllastmlmlstlr.:j Kargilagtirma yontemleri, serbest ve konjuge katekolamin
derigimlerinin toplar}mna cevap vermektedirr Bu yontemle ¢ok iyt tekrar
edilebilirlik saglanmustir (fizyolojik aralikta giin i¢i glinler arasi varyasyon
katsayist %8 den kiigiiktiir) ve segicilik her bir ekstrede dekonjuge katekolamin
bagma <20 pg dan ézdlr. Yontem, bir ¢aligma giiniinde, plazmadaki serbest ve

konjuge katekolaminlerin ucuz maliyetle 30 kez tayinine olanak saglamaktadr.
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Tudos ve arkadaglar1 [11], sivi kromatografide saptama i¢in Nafion kaplt
elektrotlarin perfbrmanmm optimize eden bir gahigma yapmiglardir. Hareketli faz
bilesiminin ve ﬁlm kalnliginm, katekolaminlerin saptamasinin segicilii tizerine
etkisi incelenmigtir. Kaplanmis elektrotlarin stabilitesi ve yamit: belirlenmistir.
Elde edilen sonuglardan, nafion kaplanmus elektrotlarn HPLC deki optimum
kullanimt igin genel prosediirler formiile edilmigtir. Nafion kapli elektrot ile
segicilikte meydarﬂa gelen artig idrar numunelerinin analizi ile gésterilmigtir.

Halbriigge ve arkadaglari [12], insan plazmasinda noradrenalin, adrenalin,
dopamin ve dihidroksifeniletilen glikol (DOPEG) tayini icin elektrokimyasal
saptama yardlmlyla kullanilan bir yiiksek performansli stvi  kromatografisi
yontemi gelistirmis ve % 70 in tzerinde analitik geri kazanim saglamuglardir.
Graded orthostasis ve mental stres durumlarinin katekolaminlerin plazma
diizeylerine etkisinii ortaya koymak tizere bu yontem kullanilmugtir. Orthostasisde,
plazmadaki noradfenalin ve DOPEG diizeyinin yikseldigini, fakat adrenalin ve
dopaminin seviyesinin degismedigi saptanmugtir. Noradrenalin ve DOPEG artisi
orthostasis diizeyi ile yakin iligkili bulunmugtur. Desipramin ile ¢n islem
uygulanmast, siren DOPEG yamtii ortadan kaldirnugtir. Bu durum, plazma
DOPEG diizeyinde orthostatsis indiklii artigin presinaptik orjinli oldugunu
gostermektedir. Mental stress ise, plazma adrenalin dizeyinde belirgin bir artis,
plazma noradrenalin diizeyinde daha az belirgin bir artig saglamustir. Plazma
noradrenalin ve DOPEG diizeyinin aym anda Olgiilmesinin, sempatik sinir
sisteminin ¢esitli | aktivite tipleri arasindaki farklanmalarin aydinlatilmasina
yardimci olabilecegi 6ne strtlmektedir.

Kyoung ve arkadaglart [13], insan idrar ve plazmasindaki
katekolaminlerin, prekiirsorlerinin ve metabolitlerinin (noradrenalin, adrenalin,
dopamin, normetanefrin, metanefrin, 3-metoksitiramin ve - L-DOPA), asidik
bilesiklerin (3,4-dihidroksifenilasetik asit, vanililmandelik asit ve homovanilik
asit) ve alkolik bilegiklerin (4-hidroksi-3-metoksifeniletilen glikol) tayini igin
yitksek performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirmiglerdir. Isoproterenol
ve 3,4-dihidroksifenilpropanoik asitin i¢ standart olarak kullanildigi ve bunlari
iceren perklorik asit ile deproteinize edilen idrar ve plazma numunelerinin,

kuvvetli katyon degistirici regine igeren kartuslarda kati faz ekstraksiyona tabi
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tutularak amin ve asit-alkol fraksiyonlarina ayrilmalari saglanmugtir. Her bir
fraksiyondaki bilegikler, TSK gel ODS-80 Ty kolonlarda isokratik elisyon ile
iyon ¢ifti ters faz kromotografi uygulayarak ayrilmis ve meso-1,2-
difeniletilendiaminin kullanildigi  floresans reaksiyonu takiben periyodat
oksidasyon ile kolon igi tiirevlendirmeleri saglanmugtir. Sinyal/giiriltii orant 5
kabul edildiginde, bilesige bagl olarak saptama suuri 0.5 ile 95 pmol/ml degerleri
arasinda degismektedir.

Said ve afkadaslarl [15], idrardaki serbest katekolaminlerin (noradrenalin,
adrenalin ve dop.'%lmin) rutin tayini igin tiimiiyle otomatik ve giivenilir bir yiiksek
performansli sivi kromatografisi yontemi tarif etmektedirler. Katekolaminler
kiigik alumina kolonlar kullanilarak idrardan izole edilmigtir. Ekstraksiyon
basamagindan 6nce idrarin pH degerinin ayarlanmast igin standart otomatize bir
yontem gelistirilmigtir. Ekstraksiyon, ASPEC (ekstraksiyon kolonlart ile otomatik
numune hazirlama) ile saglanmugtir. Bir aywrma tupunde toplanmig olan eluat,
kromatografik koiona otomatik olarak injekte edilmistir. Katekolaminler, ters faz
iyon ¢ifti sitvi kromatografi ile ayrilmig ve floresans dedektoér yardimiyla
miktarlari bulunrﬁu$tur. Ekstraksiyon ve ayuma iglemleri sirasinda, el ile
hazirlama ile ilgili hi¢ bir basamaga gerek duyulmamaktadir. Bir numunenin
analizi, 15 dk sﬁfmekte, 24 saat i¢inde 96 numune c¢aligilabilmektedir. Her ii¢
katekolamin igin énalitik geri kazamm % 63-87 arasindadir. Idrar igin oldukga
uygun olan saptama sinrlari, noradrenalin i¢in 0.01 uM, adrenaln igin 0.01 pM
ve dopamin i¢in 0.03 puM olarak bildirilmektedir. Giinler arast varyasyon katsayisi
% 10 nun altinda bulunmustur.

Boomsma | ve arkadaglann [16], plazma ve idrardaki serbest
katckolaminlerin ve epininin ayni anda tayini i¢in duyarl ve givenilir bir yontem
tarif etmektedirler. Bu bilesikler, idrar ve plazmadan 6zel bir swvi-sivi
ekstraksiyonu iglemi ile izole edilmis, segici bir florejenik reaktif olan 1,2-
difeniletilendiamin “ile tirevlendirilmis ve florimetrik dedektoriin  kullanildigy
gradient eliisyonlu yiiksek performansl sivi kromatografi yontemi ile tayin
edilmislerdir. Tirevlendirilmis katekolaminler ve epinin igin saptama siuri, her
bir enjeksiyon igin 0.3-0.6 pg dir. Dogruluk ve dogrusallik agisindan dort bilegik

i¢in glin-igi ve giinler-arasi varyasyon katsayist % 1-8 dolayinda bulunmustur.
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Aym prensiple, plazma ve idrardaki toplam dopamin ve epinin tayini igin bir
yontem tarif ediﬁ*nektedir. 95 °C deki asit hidrolizi ile saglanan dekonjugasyonu
kapsayan bu yontem, iyi bir duyarlik ve tekrar edilebilirlik vermistir.

Molemanive Dijk [17], ¢dzuicii ekstraksiyonu, floresans tiirevlendirme ve
yuksek performansh sivi kromatografiyi kullanarak noradrenalin ve adrenalini
tayin etmiglerdir. 100 pl hacimdeki idrar numunesi ekstre edilmig, ardindan 1,2-
difeniletilendiamin ile inkiibe edilmistir. Bundan sonra kanigimin 100 pl si, ters
faz kolona injekte edilmis ve noradrenalin ve adrenalin florimetrik olarak
saptanmugtir. Her iki analitin normal ve yiiksek derigimleri i¢in, giin-igi varyasyon
katsayist % 3-4 ve giinler arast vasyasyon katsayisi % 3.4-7.1 dir. Distik
derisimlerde (15-40 nmol/L) varyasyon katsayilart yukaridaki siraya gore % 4.2-
6.8 ve % 6.8-9.2 bulunmugtur. Saptama siuri, her bir analit i¢in 0.4 nmol/L nin
altinda bulunmugtur. Ekstraksiyon, tiirevlendirme ve kromatografi igin kritik
basamaklar tartiglmistir. Onerilen yontem, yiksek kesinlik, duyarlhk ve
spesifiklik sunmaktadir.

Tsuchiya ve Hayashi [18], biyolojik numunelerdeki katekolaminlerin
tayini i¢in prosediri basitlestirmek ve segicilifl ve geri kazanim oramni artirmak
amaciyla on saflastirmay: kapsayan bir prosediir iizerinde galismislardir. Prosediir,
katekolamin-borat kompleksinin sivi/stvi ekstraksiyonu temeline dayanmaktadir.
Optimal kosullarda, alkali NH,C/NH,OH tamponunda difenilborat ile kompleks
olusturan katekolaminler n-heptanol ile ekstre edilmislerdir. Katekolaminler, daha
sonra HCI’li asidik ¢ozeltiye tekrar ekstre edilmis ve florimetrik deteksiyonlu ters-
faz iyon-gifti yiiksek-performansh sivi kromatografisi ile ayrilmigtir. Siganin
cesitli dokularina ve insan idrarina yontemin uygulanmast ile prosediriin basitligi,
yitksek segiciligi ve yiiksek geri kazanimi (% 90 ve iizerinde) gosterilmistir.

Higashidate ve Imai [28], plazma katekolaminlerinin noradrenalin,
adrenalin ve dopamin tayini i¢in oldukca duyarlt bir yontem tarif etmektedirler.
3,4-dihidroksibenzil aminin i¢ standart olarak kullanildig: yontemde, alumina ile
katekolaminlerin plazmadan ekstraksiyonu, ters faz kolonda ayirma ve kolon
icinde etilen diamin ile florojenik tirevlendirme ve kolon sonrasi peroksilat
kemiluminesans re@ksiyonu ile saptamayt kapsayan basamaklari igermektedir.

Peroksilat kenﬁlﬁnﬁnesans reaksiyonu,  bis[4-nitro-2-(3,6,9-trioxadecyl-



23

oksikarbonil)feniljoksalat (TDPO) ve hidrojen peroksit ile saglanmaktadir.
Olduk¢a duyarlt deteksiyonlar elde etmek amaciyla yiksek performansli sivi
kromatograﬁsindéki reaksiyon kosullarii optimize etmek i¢in deZigen reaktif
kompozisyonunun kemiluminesans verimine etkisi incelenmistir. Optimize
kosullarin, 50 mM potasyum asetat (pH 3.20), 50 mM potasyum fosfat (pH 3.20)
ve 1 mM sodyum heksan sulfonat igeren asetonitril (90.15:4.85:3, h/h/h) den
olugsan hareketli faz ve 0.5 ml/dk akis hizi ile ilgili oldugu bildirilmektedir.
Florejenik reaktif ¢Ozeltisi, asetonitril-etanol (90:10, h/h) igerisinde 105 mM
etilendiamin ve 175 mM imidazol hazirlanmasi ile elde edilmektedir ve bunun
akig hiz1 0.25 ml/dk dir. Reaksiyon kabt 80 °C ye isitilmaktadir. Kemiluminojenik
reaktif ¢ozeltisi, dioksan—etilasetatda (50:50, h/h) hazirlanmig 0.25 mM TDPO,
150 mM hidrojen peroksit ve 110 mM trifloroasetik asitten olugsmaktadir ve bunun
akig hiz1 ise 1.4 mi/dk’dlr. Her bir katekolamin i¢in saptama sinuri, (sinyal girilti
orani 2 igin) 1 femtomol bulunmustur. Sigan plazmasma 2.5 nM miktarda katilan
noradrenalin, adrénalin ve dopaminin tayini igin, yOntemin standart sapmasi
sirastyla % 3,% 3 ve % 4 dir. Onerilen yontemle olgillen sigan plazma
katekolaminlerinin Ederisimleri, noradrenalin, adrenalin ve dopamin igin sirasiyla
1.21, 0.12 ve 0.63 pmol/ml dir.

Krause ve érkadaslan [14], kompleks matrikslerde gesitli proteinojentk ve
fizyolojik aminoasitlerin ve biyojenik aminlerin dabsil tirevlerinin aym anda ters
faz yiksek performansl sivi kromatografisi ile tayinin tarif etmektedirler. Pik
alani ile derigim arasindaki dogrusal iligki 1.25 pmol ile 1250 pmol arasinda
gozlenmis ve sapfama siirt ise 0.12 ve 0.52 pmol arasinda bulunmusgtur.
Ortalama tekrar edilebilirlik araligit % 1.3 ile 3.1, geri kazanim ise % 98 ve 104
arasinda bulunmustur. Otomatik tirevlendirme/enjeksiyon (nitesi yontemin
performansini artirmigtir. Ayirma verimlilidini optimize etmek igin trietilaminin
cok etkin bir aditif oldugu bulunmustur. Yéntem, protein hidrolizatlarindan
saglanan aminoasitléerin analizinde, biyolojik numunelerdeki biyojenik aminlerin
analizinde ve yiyecéklerin analizinde bagariyla uygulanmigtir. Ayni anda 40 ve

tizerindeki sayida bilesik ayrilabilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kimyasal]at

Adrenalin bitartarat, noradrenalin bitartarat, dopamin hidrokloriir, alumina,
sodyum heptan sulfonat, Sigma, 3,4-dihidroksi benzilamin ise Aldrich
firmasindan saglahmlstlr.

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4.2H,0), etilen diamin tetraasetik asit
disodyum tuzu (Na; EDTA), perklorik asit (HCIO;), sodyum metabisulfit
(Na3S;0:5), hidroklorik asit ve gradient grade metanol Merck firmasinin triiniidr.

Bidistile su laboratuvarimizda hazirlanmgtir.
3.2. Aletler

Hepsi Shihladzu firmasinin trting olan LC 10AT Liquid Chromatograph
ile baglantih olan LCV-10AL VP gradient donammli pompa, RF-10A XL
floresan dedektor, CBM-10A communication bus module, 20 ul hacimli loop
cthazlan ile yapilan caligmalar, Pentium 75 igletim sistemli, Accura bilgisayar
baglantit Class LC10A programu altinda ¢aligan veri igletim sisteminde
degerlendirilmistif.

280 nm eksitasyon ve 320 nm emisyon dalga boyunda ¢aligilmgtir.

Ayirma ve miktar tayini iglemlerinde Luna 3 p tanecik c¢apinda Cig
150x3.00 mm Phehomenex marka kolon kullanimugtir. Akig huzi 0.5 ml/ dk dur.

Homojenizhsyon, Potter S model B.Braun International marka
homojenizator ile; vorteks iglemleri Nuvemix marka vorteks ile yapilmugtir.
Cozeltilerin pH degerlerinin belirlenmesi, cam elektrotlu Elektro.mag M822 pH

metre ve santrifil] islemleri Janetzki TS santrifiyj ile saglanmigtir.
3.3. Hareketli faz

0075 M NaHzPO4.2HzO, 0.006 M sodyum heptan sulfonat ve 0.00015 M

Na,EDTA ile pH 3.96 olan tampon ¢6zelti hazirlandiktan sonra tampon-metanol
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orant 32:18 olacak sekilde birinci kisim hareketli faz hazirlanmustir. Bu hareketli
fazdan 100 ml alinarak 250 ml ye su ile seyreltilmistir. Bu amagla kullanilan
hareketli faz bilesimi 0.030 M NaH,P0,2H,0, 2.4x10°> M sodyum
heptansulfonat, 6.%0)(10'5 M NaEDTA ve % 7.2 metanol (W/h) e karsilik
gelmektedir ve pH 4.11 olarak olgulmustir. Bu sekilde hazirlanan hareketli faz
bilesiminde ayirma Ve miktar tayini deneyleri gergeklestirilmigtir.

Giinlik gal%smalarda deneylere baglamadan once kolon % 70 lik metanol
ile 2 saat yikandiktan sonra tarif edilen hareketli faz ile 1 saat daha yikanarak
kolonun kosullanmasi saglanmigtir.

Doku ile wyapilan c¢aligmalarda, tekrar edilebilirligin saglanmast igin
gradient kosullarda bir yikama programu kullamilmigtir. Bunun igin, A ¢oziici
sistemi hareketli faé, B ¢oziict sistemi metanol (% 70, h/h) olmak iizere, analizin
12 dakika iginde soha ermesinin ardindan dogrusal gradient kontrollt software ile

Sure (dk)  :12 14 20 22 25

Coziuci B (%) : 100 100 100 0 gradient yikama sonu

25 dk dan sonra ilave olarak 30 dk daha hareketli faz ile yikama

yapildiginda dokularda tekrar edilebilir sonuglara ulagtlmugtir.

3.4. Standart ¢ozeltiler

9.4 mg noradrenalin bitartarat, 6.6 mg adrenalin bitartarat ve 4.8 mg
dopamin hidrokloriir 25 ml lik balon jojelere almarak bir miktar 0.1 M HCIO; ile
¢ozildiukten sonra 0.1 M HCIO, ile‘ 25 ml ye tamamlanmugtir. 3,4-dihidroksi
benzilamin (i¢ standart) ise 7.9 mg tartilarak 25 ml lik bir balon jojeye alinarak bir
miktar 0.1 M HCIO, ile coziildikten sonra 0.1 M HCIO; ile 25 ml ye
tamamlanmstir. Ig standart tim deneyler boyunca 7.18x10° M derisimde
kullamlmistir. Gerekli seyreltmeler sozedilen stok standartlar ve 0.1 M HCIO4
cozeltileri kullanarak yapilmugtir. Standart stok ¢ozeltiler aluminyum folia ile

kusatilarak buzdolabinda +4 °C de saklanmgtir.
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3.5. Beyin dokusu numunelerinin hazirlanmas

Deney hayvam olarak Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi; Fizyoloji
Anabilim Dah’uidan saglanms olan 12 adet 200-250 g aguliginda Spraque-
Dawley erkek sigan, 1.5 g kg uretan ile intraperitonal enjeksiyon ile anesteziye
tabi lutulduktuﬁ sonra scrvikal dislokasyon (medulla spinalis harabiycti) ile
oldiriilmiistar. Beyin dokulart hizla c¢ikanldiktan sonra -70 °C de derin
dondurucuda deney yapilacagi zamana kadar bekletilmis ve deney yapilacag
sirada derin donﬂumcudm alinarak ¢oziinme anina kadar beklenmis, agirliklart
tam olarak belirlenmis ve 10 ml 0.4 M HCIO, ile homojenize edilmistir. 3000 x g
de 10 dk santriﬁij edildikten sonra supernatan kisminin tamami, beyin dokusu

homojenat olarak ekstraksiyon igin kullanilmugtir,
3.6 Asidik Alumina Hazirlanmast

Asidik alu{mina literatiirden yararlanilarak hazirlanmigtir [29]. Bunun i¢in
uygulanan iglemler goyledir: 100 g alumina 1000 mL lik bir beherde 500 ml 2 N
HCI ile kanstlrlllri. Uzerine bir saat camu ortilerek 90-100 °C de 45 dk hizli ve
devamli karlstlrllafak wsitilir. Alumina taneciklerinin ¢okmesi igin 1.5 dk beklenir.
Supernatan atilir. Alumina ¢okeltisi, 70 °C de iki defa 250 mL 2 N HCI ¢ozeltisi
ile 10 dk yikanir. Supernatan her seferinde atilir. Daha sonra 50 °C de,500 ml 2 N
HCI ile 10 dk y1kan1r. HCI aktarilir ve alumina ¢okeltist 200 ml distile su ile 20-
25 defa yikanir, Yikama suyunun pH sinn 3.4 oldugu gézlenmelidir. Bu sekilde
hazirlanmig olan aéidik alumina bir kurutma tabagna alnir. 120 °C de 1 saat, 200

°C de 2 saat etiivde bekletilir. Daha sonra 37 °C deki etiivde kuru tutulur.
3.7 Katekolaminlerin sican beyin dokusundan ekstraksiyonu

Eksraksiyon yontemi literatiirden yararlanilarak uygulanmigtir [29]. Buna
gore, beyin dokusu homojenatinin tamarmut 25 ml lik bir balon jojeye aktarilir ve
0.4 M HCIOy, ile 25 ml ye tamamlanir. Homojen hale getirildikten sonra 50 ml lik
bir beherde 400 ﬁlg asidik alumina, 200 mg NaEDTA ve 10 mg sodyum
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metabisulfit iceren karigim Gzerine dokilir ve bir magnetik karigtirict yardimiyla
homojen hale getirilir. Kangtirmaya devam edilerek bir pH metre yardimiyla 1 M
NaOH kullanilarak ¢ozeltinin pH st 8.60 yapilir ve 5 dk daha kangtirilir. Alumina
taneciklerinin ¢okmesi gozlendikten sonra supernatan atilir. Alumina g¢okeltisi
dort defa 10 ml distile su ile yikamir. Supernatanlar atilir. Alumina ¢okeltisi 5 ml
7.18x10% M i¢ standart iceren 0.05 M HCIO4 cozeltisi ile 15 dk vorteks
yardmmuyla kanstiniir. Supernatan alimir ve 3000 x g de 10 dk santrifuj edildikten
sonra HPLC ye injekte edilir.

’:“‘rradom Universites
erkez Kittiiphane
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Ytiksek performansli sivi kromatografisi, yikksek ayirma giicii, segiciligi ve
disik saptama limiti gibi ozelliklerinden dolayr ¢ok ¢esitli analizler i¢in yaygin
olarak kullanilan bir ayirma teknigidir. Guniimtizde HPLC cihazinmn bulunmadigi
bir biyolojik anal%iz laboratuvarinin  diisinilmesi olanaksizdir. Ancak biyolojik
numunelerin analiZinden once 6n iglem uygulanmas: ve kullanilan hareketli faz
sistemlerinin  yiksek saflikta olmast zorunlugunun yamsira ¢ozicilerin
maliyetinin yuksek‘ olmasi yontemin dezavantajlarini olugturmaktadir.

Deneysel ¢alismaya baslamadan oOnce, literatiir aragtirmasi yapilarak
laboratuvarimiz kosullarmda gerceklestirebilecek tayin  yOntemleri gozden
gecirilmigtir. R. Said ve arkadaglarinin tarif etti§i calismada [15] kullamlan
dedektor ve hareketli faz bilesiminin sagladigi segicilik ve siire acisindan
katekolamin analizi icin bir baglangi¢c noktasi olabilecegi diisiiniilmiis ve aym
hareketli faz bilesimi hazirlanarak 6n deneyler gerceklestirilmigtir. Ancak
sozkonusu kosullarda katekolamin pikleri belirmis, ayrilma saglanamamugtir.
Hareketli faz bilesiminin modifiye edilmesi kosullari arastirilmis ve su ile gesitli
oranlarda yapilan :seyreltmeler sonucunda en uygun hareketli faz bilesiminin
0.030 M NaH,P0;.2H,0, 2.4x10° M sodyum heptansulfonat, 6.0x10° M
Na,EDTA ve % 72 metanol (pH 4.11) ile hazirlanan ¢ozelti oldugu bulunmugtur.
Bu kosullarda nc;radrenalin (NA) 43 dk, adrenalin (A) 5.0 dk, 3,4-
dihidroksibenzilamin (i¢ standart, IS) 6.7 dk ve dopamin (D) 10.0 dk dolayinda
pikler vermektedirlef (Sekil 4.1).

Ayrilmanin saglanmasmin ardindan, kullandan hareketli faz kosullarinda
yontemin kesinligini belirlemek i¢in alikkonma zamam ve alan tekrar
edilebilirlikleri incelenmigtir. Bu amagla, standart katekolamin ¢ozeltileri U¢ gilin
boyunca 5 defa HPLC ye injekte edilerek elde edilen pikler degerlendirilmistir.

Degerlendirme sonuglar Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2’de verilmektedir.
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Sekil 4.1 Katekolaminler igin elde edilen orijinal HPLC kromatogrami (noradrenalin 5.9x10% M,
adrenalin 3.9x10° M, IS 7.18x10® M ve dopamin 5.05x10°* M)
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Cizelge 4.1 Alikonma zamam tekrar edilebilirligi
(deney sayis1 (n): 5; giin (k): 3, % RSD)

Madde Ortalama alikonma Giin igi tekrar Giinler arasi tekrar
zamani (dk) edilebilirlik cdilebilirlik
NA (5.90x10™ M) 4.29] 0.8854 44016
A (3.96x10° M) 4.979 1.3722 3.6956
IS (7.18x10™° M) 6.702 0.5172 7.1352
D (5.05x10™" M) | 9.973 0.7779 8.0512

Cizelge 4.1den goruldigu gibi sozkonusu hareketli faz bilegimi ile elde
edilen alikkonma zamani degerleri glin ici tekrar edilebilirlik agisindan oldukca
kiaguk bagil standart sapma (% RSD) vermistir. Glinler arasi tekrar edilebilirlik %
3.6ile 8.0 arasmdé degismektedir.

Cizelge 4.2 Alan oram (katekolamin alany/ IS alami) tekrar edilebilirligi
‘ (n= 5, k=3, %RSD)

Madde - Ortalama alan Giin i¢i tekrar Giinler arasi1 tekrar
orani edilebilirlik edilebilirlik
NA 0.6478 1.4066 4.5274
A '0.4387 3.1922 3.9288
D | 04031 4.4368 12.0456

Cizelge 4.2 de katekolaminler i¢in elde edilen pik alanlari i¢ standart igin
elde edilen pik élamna oranlanarak degerlendirilmis ve tekrar edilebilirlik
incelenmistir. Yapilan degerlendirmelere gore giin ici tekrar edilebilirlik %1.41-
448 arasinda ginler arast tekrar edilebilirlik ise % 3.93-12.0 arasinda
degismektedir.

Diizeltilmis alan oraninin tekrar edilebilirlige etkisi incelendiginde Cizelge
4.3 de gosterilen sonuglara ulagilmigtir. Diizeltilmis alan degerleri; pik alanmin,
alikonma zamanmna  bolinmesine  kargiik  gelmektedir. Daha  sonra
katekolaminlerin diizeltilmis alanlari i¢ standardin diizeltilmis alanina boliinerek

diizeltilmig alan oranlar olusturulmusgtur.



Cizelge 4.3 Diizeltilmig alan oram tekrar edilebilirligi (n= 5, k=3, %RSD)
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Giinler arasi tekrar

Ortalama Giin igi tekrar
Madde Diizeltilmis alan edilebilirlik edilebilirlik
‘ Orant
NA | 1.0219 2.7192 6.7386
A 0.5685 19481 40924
D 0.2918 2.6173 5.7084

Cizelge 4.3 de goruldigii gibi giin i¢i tekrar edilebilirlik % 1.9-2.7
arasinda, gunler arasi tekrar edilebilirik % 4.1-6.7 arasinda degismektedir.
Cizelge 4.2 ye gore giinler arasi tekrar edilebilirligin yiikksek bulunmasi hareketli
faz bilesimine bagh olabilir.Gunler arast kosullarda alikonma zamanlarinda giinler

farkhiliklar

degerlendirmelerde diizeltilmig alan oranlarimn kullanilmasina karar verilmigtir.

arast kosullarda gozlenen nedeniyle = bundan  sonraki

4.1. Yontemin Seciciligi

Standart katekolamin cozeltileri ile ayrilma ve tekrar edilebilirlik
kosullarmin sagl‘*anmasmm ardindan, yoOntemin segiciliginin incelenmesine
gecilmigtir. Deneysel kisimda tarif edilen sekilde hazirlanan bir sigan beyin
dokusu homojenatl, ekstre edildikten sonra HPLC ye injekte edildiginde elde
edilen pikler Sekil 4.2 de verilmektedir. Aym kosullarda standart katekolamin
cozeltisi ile kaydédilen pikler ile kargilagtinldiginda beyin dokusu ekstresinin
standart katekolaminlerle aynt alikonma zamanlarinda pikler verdigi ve girisime
neden olacak yabanci pikler tagimadigi gozlenmistir ve yontemden beklenen

seciciligin saglandigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.2 Segiciliéijn gosterilmesi igin kaydedilen beyin dokusu homojenat1 ekstresinin HPLC
kromatogrami
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4.2. Dogrusalhk Arahgmn Incelenmesi

Dogrusalhk araliginin incelenmesi igin, noradrenalin 2.34x10° — 1.18x10°
M , adrenalin 1.57x10°® - 7.92x107 M ve dopamin 4.99x10° 3.03x10° M derisim
araliginda caligilmigtir. Toplam yedi derisim duzeyi igin elde edilen piklerin
dizeltilmis alan dranlanmn degerlehdirilmesi sonucunda elde edilen kalibrasyon

esitlikleri Cizelge 4.4 de goriilmektedir.

- Cizelge 4.4 Katekolaminlerin kalibrasyon esitlikleri

Regresyon Paramietresi NA A D
Egim 14783587.58 13547402.38 4657430.78
Kesim 5.24x10° -0.027 -0.0135
Korelasyon katsayisi 0.9999 0.9999 0.9999

Cizelge 4.4 den goruldign gibi belirtilen derigim araliginin tamaminda

yiiksek korelasyonlu kalibrasyon esitlikleri elde edilmistir.
4.3. Geri Kazamrd Oraninin Belirlenmesi

Dogrusallik, genig bir derisim araliginda yiiksek korelasyonlu kalibrasyon
esitlikleri ile elde edildikten sonra, standart katekolamin gozeltilerine ekstraksiyon
yontemini uygulayarak % geri kazamm degerlerinin belirlenmesi amaglanmugtir.
Alt1 farkli derigim diizeyinde standart katekolamin ¢ozeltileri deneysel kisimda
tarif edilen sekilde, ekstre edilerek HPLC cihazina injekte edilmistir. Ekstrakte
edilen bir standart gézeltinin HPLC kromatogrami Sekil 4.3 te verilmektedir ve bu
deneylerle elde edilén katekolamin piklerinin standart ¢ozeltinin dogrudan enjekte
edilmesi kosullarinda elde edilen piklerle aymi karakteristiklere sahip oldugu
gozlenmigtir. Katilan katekolamin derisimleri icin elde edilen dizeltilmis alan
oranlari degerleri, ilgili katekolaminlerin kendi kalibrasyon esitliginde ¢ozilerek
bulunan katekolamin degerleri hesaplanmig ve katilan miktar ile oranlanarak %
geri kazamm degeflerine ulagilmistir.  Sonuglar Cizelge 4.5 4.6 ve 4.7 de

verilmektedir.
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Sekil 4.3 Geri kazanim deneyleri sirasinda standart katekolamin ¢ozeltilerinin ekstraksiyonu ile

elde edilen HPLC kromatogramu (Katilan katekolamin m

iktarlar: Noradrenalin 1.18x107 M,

7

M, IS 7.18x10°* M ve dopamin 2.02x10°" M)

8

adrenalin 3.16x107



Cizelge 4.5 Noradrenalinin geri kazanim degerleri

Katilan Noradrenalin (M)

Bulunan Noradrenalin (M)

% geri kazanum

2.35x10° 1.69x10° 71.91
4.71x10°° 3.46x10™ 73.46
1.18x107 8.58x10™ 72.71
2.35x107 1.63x10” 69.36
471x107 3.57x107 75.79
9.42x10” 7.56x107 80.25
Ortalama geri kazanim 73.91
Standart sapma . 3.7436
Relatif standart sapma (%) 5.0649

Cizelge 4.6 Adrenalinin geri kazamum degerleri

Katilan Adrenalin (M)

Bulunan Adrenalin (M) % geri kazanim

1.58x10° 1.20x10™ 75.95

3.16x10™ 2.21x10° 69.94

7.92x10° 5.71x10° 72.09

3.16x107 2.26x10” 71.52

6.34x107 4.57x107 72.08

9.50x107 7.69x107 80.95

Ortalama geri kazanim 73.76
Standart sapma 4.0426
54811

Relatif standart sapma (%)

Cizelge 4.7 Dopamin geri kazanim degerleri

Katilan Dopamin (M) Bulunan Dopamin (M) % geri kazanim

2.02x10° 1.48x107 73.27

4.05x10™ 2.93x10° 72.34

2.02x107 1.56x107 77.23

4.05x10” 3.12x10” 77.04

8.10x107 5.83x10” 71.97

[21x10° 9.78x10" 80.82

Ortalama geri kazanim 75.46
Standart sapma 3.4948
4.6322

Relatif standart sapma (%)

35
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Cizelge 4.5-4.7 de goruldigi gibi, kullanilan yontemle noradrenalin %
73.9, adrenalin % 73.8 ve dopamin % 75.4 geri kazamim saglanmaktadir. Bulunan
% geri kazamum degerleri, asidik aluminanin kullanldigt ekstraksiyonlari
kapsayan gahsmaijlarm sonuglart ile uyumludur [7,15,18].

Ekstraksiyon yonteminin uygulandigi derigimler ile bunlara kargilik gelen
dizeltilmig pik aiam degerleri arasindaki korelasyon degerlendirilerek dogrusallik
aragtirlmugtir ve her ¢ katekolamin i¢in yiiksek korelasyon katsayili kalibrasyon

esitlikleri elde edilmigtir. Bu egitlikler Cizelge 4.8 de verilmektedir.

Cizelge 4.8 Ekstraksiyon ile elde edilen kalibrasyon esitlikleri

Regresyon Noradrenalin Adrenalin Dopamin
Parametresi
Egim 11240183.42 9493482.383 3685025.558
Kesim -0.0222 -0.0251 -0.0439
Korclasyon katsayisi 0.9999 0.9999 0.9999

4.4. Saptama Sinir1 ve Tayin Smir

Sinyal/gurtlti orani (S/N) 3 kabul edilerek yontemin saptama sinurt (Limit
of Detection, LOD) noradrenalin, adrenalin ve dopamin icin sirasiyla 6.7x10° M,
5.7x10° M ve 1.2x10® M hesaplanmustir. En diisik tayin edilebilir miktarlar
(Limit of Quantification, LOQ) ise noradrenalin, adrenalin ve dopamin sirastyla
2.2x10% M, 1.9x10° M ve 3.9x10'g M dir. Bu miktarlar karsilik gelen ng/ml
degerlerine ¢evrildiginde, noradrenalin, adrenalin ve dopamin igin sirasiyla 2.1
ng/ml, 1.9 ng/ml ve 2.3 ng/ml lik saptama siurina kargihk gelmektedir. En digiik
tayin siuri ise 7.0 hg/ml noradrenalin, 6.3 ng/ml adrenalin ve 7.4 ng/ml dopamine
karsilik gelmektedir. Bulunan saptama smiri ve tayin smirt degerleri literatiirde

verilen degerlerden digiik bulunmustur [15].
4.5. Beyin Dokusundaki Katekolaminlerin Miktar Tayini icin Uygulama

Beyin dokusunda katekolaminlerin miktarinin belirlenmesi i¢in sekiz sigan

beyni deneysel kisimda tarif edildigi sekilde homojenize edildikten sonra ekstre
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Sekil 4.4 Miktar tayini yapilan beyin dokusu homojenatimn orjinal kromatogrami
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edilerek HPLC' cihazina injekte edilmigtir ve elde edilen kromatogram Sekil
4.4’de gorilmektedir. Bu kromatogram, beyin dokusunda farkli HPLC
prosediirlerinin - kullanildigr ¢alismalarda verilen kromatogramlarla uyumludur
[9,18]. Elde edilen piklerin diizeltilmig alan oram degerleri standart ¢ozeltilerin
ckstraksiyonu ile bulunan kalibrasyon esitliginde ¢oziilmig ve herbirine kargilik
gelen molar derigimler belirlenmistir. Buradan nmol/g yas dokuda bulunan
katekolamin miktarlari hesaplanmustir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.9 da
verilmektedir. Numunelerin dort tanesinde adrenalin saptanabilir diizeyde

bulunamamustir.

Cizelge 4.9 Beyin dokusunda bulunan katekolamin miktarlari (nmol/g yag doku)

Numune no Noradrenalin Adrenalin Dopamin
1 1.9061 0.0161 7.0289
2 2.1267 - 6.8582
3 2.0950 - 6.5357
4 1.7015 0.0172 6.0067
5 1.2647 - 5.5678
6 1.4507 0.0122 5.2535
7 1.3915 0.0150 5.8211
8 2.0856 - 7.5086
Ortalama = SH | 1.7943 +0.1236 0.01150 +0.00345 6.3225 £ 0.2771

Yapilan bir ¢aligmada 280 nm eksitasyon ve 325 nm emisyon dalga
boylarimn kullamildigi florimetrik deteksiyonlu HPLC teknigi ile sigamn gesitli
dokularmnin yanisira beyin dokusunda katekolamin tayini i¢in, ortalama deger =+
standart hata seklinde elde edilen bulgulara gore, noradrenalin i¢in 1.89 * 0.09,
adrenalin i¢in 0.51 + 0.20 ve dopamin igin 3.70 + 0.34 degerleri bildirilmektedir
[18]. Beyin dokusﬁ homojenatinda yontemin uygulamasinin sonuglar literatiir ile
kargilagtirildiginda, noradrenalin igin bulunan degerin bildirilen degere yakin bir
ortalama ve biraz yikksek bir standart hata degeri verdigi gorilmektedir.
Adrenalinin beyind‘eki diizeyinin gok kiigiikk miktarlarda oldugu bilinmektedir [1].
Bu bakimdan kigik adrenalin diizeylerinin elde edilmesi bu bilgileri

dogrulamaktadir. Dopamin miktari ise literatiire gore biraz fazla bulunmasina
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kargin bulunan standart hata degeri ile giivenilir sonuglar elde edildigi
soylenebilir. _
Geligtirilen yontem bitiniyle yeni bir teknik olmamakla birlikte, beyin
dokusu homojenatindan ekstre edilen katekolaminlerin ayni anda, basit, segici ve
duyarh bir gekilde 10 dakika iginde ve tek bir caligmada tayinine olanak
saglamaktadir. Kullamilan ekstraksiyon prosediri ile noradrenalin, adrenalin ve
dopamin igin sirasiyla % 73.91, % 73.76 ve % 75.46 geri kazanim saglanmugtir.
Ekstraksiyon islemi 30 dk surmekte, tim analitik prosedir 40 dk iginde
tamamlanmaktadir. Onerilen yontem, klinik uygulamalarda ve merkezi sinir

sisteminin biyolojik numunelerinin analizinde kolayca kullandabilir.
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