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GIRIS ve AMAÇ 

Tarih boyunca insanlik, kendi organizmasinin isleyisi hakkindaki meraklarini 
gözlemlerle ya da yaptigi aletler yardimiyla gidermeye, edindigi bilgiler ile 
organizmanin gerek yapisindaki gerekse isleyisindeki aksakliklari anlamaya ve 
düzeltmeye çalismistir. Bu baglamdaki ögrenme ihtiyaci, kullanilan ilk 
stetoskopun kesfini ve günümüzün yüksek teknolojili manyetik görüntüleme 
araçlarinin bulus temelini olusturmustur.  

Çevremizdeki canli cansiz her sey elementlerden ve moleküllerden olusmus 
kimyasal kümelerdir. Canlilari, cansizlardan ayiran en birincil fark canli 
organizmalardaki alt kümelerin sürekli kimyasal tepkimelerle birbirleriyle iletisim 
içinde olmalaridir. Insanlar nasil sözcükler kullanarak birbirleriyle iletisim 
kuruyorsa, canli organizmalardaki doku ve organ sistemleri de; hücrelerde 
kimyasal reaksiyonlar sonucu sürekli olusan moleküller yardimiyla (bu moleküller 
endojen kimyasallar olarak tanimlanmaktadir) birbirleriyle iletisim 
kurmaktadirlar. Bu açiklamalar dogrultusunda insan organizmasindaki endojen 
kimyasal maddeler, insanoglunun konusarak iletisim için kullandigi kelimelere 
benzetilebilir. Konusma ve sözcük üretimindeki sorunlar insanlarin iletisimini 
nasil engellerse, canli organizmada iletisimi saglayan kimyasallarin 
sentezlenmesinde ve/veya saliverilmesindeki problemler de organlar arasi 
iletisimde, dolayisiyla organizmanin isleyisinde sorunlara neden olmaktadir.  

Canli organizmasini çözümleyebilmek gerçekte organizmanin dilini çözmek 
anlamina gelmektedir. Bu nedenle organizmanin isleyisinde rol oynayan 
kimyasallarin neler oldugunu,  hangi organlardan, ne kosullarda, ne kadar 
sentezlenip saliverildiklerini saptamak önemlidir. 

Bu amaç dogrultusunda uygulanan pek çok yöntem vardir, ancak canli organizma 
üzerinde, in vivo kosullarda, canli organizmanin kimyasinin arastirilabildigi 
yöntem mikrodiyaliz yöntemidir. Mikrodiyaliz tüm dokularin kimyasinin 
incelenmesinde kullanilan bir yöntemdir. Ancak, özellikle canli beyin dokusunda 
ve istenilen özel alanlarda, sinir hücrelerinin iletisiminde çok önemli rol oynayan 
nörotransmitter (araci kimyasal maddeler) adi verilen kimyasallarin 
arastirilmasinda özel bir yere sahiptir. Mikrodiyaliz ile canli beyinde, sinir 
dokusuna en az zarari vererek örnekler toplanabilmekte ve sinir hücrelerinin 
birbiriyle iletisim kurmak için saliverdikleri kimyasal moleküller 
incelenebilmektedir. 

Son on seneyi kapsayan kaynaklar tarandiginda uluslararasi SCI kapsamindaki 
dergilerde beyinde yapilan mikrodiyaliz çalismalarinin bin âdetin üzerinde oldugu 
görülmektedir. Bu çalismalarin % 95’i siçanlar üzerinde yapilmistir. Gelecekte de 
bu tür çalismalarin artarak devam edecegi öngörülmektedir. Tezin kapsami bu 
öngörü dogrultusunda belirlenmistir. 

Beyindeki nörotransmitter analizi için gelistirilmis ve gelistirilmekte olan analitik 
yöntemler sinir sistemi fizyolojisinin anlasilabilmesine ek olarak birçok sinir 
sistemi hastaliklarinin mekanizmalarinin aydinlatilmasinda ve bu hastaliklarin 
tedavileri için ilaç gelistirilmesinde çok önem arz etmektedir. 
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Mikrodiyaliz ile canli dokularin kimyasinin incelenmesine ek olarak eczacilik 
teknolojisinde, ilaç gelistirmede önemli farmakodinamik ve farmakokinetik 
çalismalar da yapilabilmektedir. 

Ilaç olarak gelistirilen etkin molekülün hedeflenen dokuya ya da organa ne 
kadarinin ulasabildigi bununla birlikte formülasyonun etkin maddeyi hedef organa 
ne kadar yönlendirebildigi mikrodiyaliz yöntemi ile incelenebilmektedir. 
Bilinmektedir ki, artik sistemik dolasim farmakokinetiginden ziyade hedeflenen 
dokunun farmakokinetik parametreleri daha saglikli sonuçlar vermektedir (Lange 
ve ark., 1999). Özellikle hedef bölgesi beyin olan ilaç etkin maddelerinin sistemik 
dolasimdaki farmakokinetik ve farmakodinamik parametreleri ile beyin 
dokusundaki parametreleri kan beyin bariyeri nedenli çok farklilik 
gösterebilmektedir. Bu nedenle ilaç etkin maddelerinin beyin dokusunda, öze llikle 
hedeflenen bölgeye  geçis kinetiklerinin incelenmesi için mikrodiyaliz yönteminin 
önemi vurgulanmaktadir (Lange ve ark., 1997)  

Bu baglamda belirlenen tez çalismasinda sinir sisteminin isleyisinde beyinde 
bulunan son derece önemli ve temel rollere sahip bazi nörotransmitter (araci 
moleküllerin) ölçümüne uygun bir analitik yöntemin gelistirilmesi amaçlanmistir.  
Bu amaç dogrultusunda, mikrodiyaliz örnekleri, siçan beyninin özel alanlarindan 
stereotaksik yöntemle (üç boyutlu haritalandirma ile) toplanmasi ve toplanan 
örneklerin LC-MS (iyon tuzagi) ile analizleri planlanmaktadir. 

Analitik özellikleri incelenecek sekiz adet nörotransmitter seçilmistir. Bunlar 
histamin, ?-amino bütirik asit (GABA), L-glutamat (L-GLU), asetil kolin (ACh), 
dopamin, DOPAC, epinefrin ve norepinefrindir. 

Gelistirilen yöntemin uygulanabilirligi, biyo-analitik validasyonu ile kesinligi, 
dogrulugu istatistiksel degerlerle gösterilmistir 
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KAYNAK BILGISI 

Tez kapsaminda ele alinan endojen nörotransmitter’lerin analizine yönelik 
arastirmalarla ilgili kaynaklar incelendiginde genel olarak LC’yi temel alan 
çalismalara rastlanmaktadir. Sivi kromatografik yöntemlerde bu kimyasallari 
saptamak için yaygin olarak kullanilan detektör tipleri ise elektrokimyasal, 
iletkenlik ve floresans detektörlerdir. Yakin zamanlarda MS detektörlerinin daha 
sik kullanildigi görülmektedir. Nörotransmitter’lerin tayini konusunda son on yil 
içinde yapilan arastirmalar tarandiginda rastlanan çalismalara asagida kisaca 
deginilmistir.  

Katekolaminler  

Katekolaminler dopaminerjik ve adrenerjik reseptörler araciligiyla etki eden ve 
regülatör sistemin çesitli kisimlarinda etkili olan bilesiklerdir. Stres, fizikomotor 
aktivite, duygusal süreç, ögrenme, uyku ve hafiza ile ilgili yanitlarinin 
düzenlenmesinde kismi olarak rol oynar. Birçok katekolaminerjik yolaga bagli 
olarak genis bir alandaki islevleri hem merkezi hem periferik sinir sistemi ile 
iliskilidir. Bu nedenle ekstraksiyonlari ve miktar tayinleri için güvenilir 
tekniklerin gelistirilmesi önemlidir (Bergquist ve ark., 2002). 

Dopamin, epinefrin, norepinefrin ve serotoninin biyolojik örneklerdeki dogru ve 
seçici ölçümleri hem klinik tani, hem de Parkinson veya Alzheimer hastaliklari, 
depresyon, sizofreni ve diger ruhsal rahatsizliklar gibi bazi hastaliklarin patolojik 
çalismalarinda önemlidir (Rinne ve ark., 2006). Beyin katekolaminlerinin ölçümü 
psikiyatrik hastaliklarin degisiminin izlenmesi için önemli olabilir. Bunlarin 
disinda, psikiyatrik hastaliklarin kontrolünde kullanilan ilaçlar, katekolaminerjik 
yolaklari kullanarak etki gösterdikleri için, ilaç etkisinin aydinlatilmasinda 
katekolaminlerin tayini gerekli olabilmektedir (Chi ve ark., 1999).  

Bazi fizyolojik ve patolojik durumlarda otonom sinir sisteminin rolünü ve 
nöroendokrin hastaliklarin degerlendirilmesini amaçlayan çalismalarda 
katekolaminlerin ve metabolitlerinin plazmadaki tayini gereklidir (Raggi ve ark., 
1999). Hasta idrarlarinda katekolamin metabolitlerinin tayini feokromasitoma, 
Parkinson hastaligi ve stresin teshisinin önemli bir parçasidir. Katekolamin 
metabolitlerinin tayininde baslica analitik problem, benzer kimyasal yapilari ve 
biyolojik sivilardaki küçük derisimleridir. Katekolaminler yag dokusundan yag 
asitlerinin salinmasinda ve hormonlarin salgilanmasinda önemli bir role sahiptir. 
(Siren ve ark., 2004). 

Cao ve Hoshino (1998), kulometrik elektrokimyasal detektörlü HPLC yöntemiyle 
bazi monoaminlerin analizini gerçeklestirmislerdir. Çalismalarinda, örnek 
hazirlama sirasinda uygulanan ultrasonik banyo islemlerinin, monoaminlerin 
stabilitesi üzerine etkilerini göstermisler ve sonuç olarak sicakligin 3°C’de 
tutularak 10 dk’dan az süreyle ultrasonik banyoda tutmanin en iyi kosullari 
saglayacagini belirtmislerdir. 

Chi ve ark. (1999), siçan beyin dokusundan katekolaminler (norepinefrin, 
dopamin, serotonin) ve metabolitlerinin (5-HIAA ve HVA) tayini için 
amperometrik dedektörlü ters faz bir HPLC yöntemi gelistirmislerdir. Izokratik 
hareketli faz ile ayirmalarin saglandigi yöntemin dogrusal araligi 10–150 pg, 
saptama sinirlari 3.8–7.5 pg düzeyinde bildirilmektedir. 
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Raggi ve ark. (1999), insan plazmasindaki katekolaminlerin tayini için 
elektrokimyasal detektöre bagli LC yöntemini kullanmislardir. Hareketli fazin 
pH’si ve bilesimi ve saptama potansiyeli gibi kromatografik performans ile ilgili 
çesitli parametreler arastirilmistir. Difenilborat ile katekolamin kompleksleri 
olusturulduktan sonra kati faz ekstraksiyonu islemi yenilik olarak ifade edilmekte 
ve validasyonu gösterilen yöntemin geri kazaniminin % 92–98 oldugu 
bildirilmektedir.  

Alberts ve ark. (1999), sempatik sinir sisteminin in vivo çalismasinin arastirilmasi 
için olanak saglayan mikrodiyaliz teknigini kullanmislardir. Küçük örnek 
hacimlerinde topladiklari mikrodiyaliz örneklerinde ön deristirme basamagi 
gerektirmeksizin dogal ve sentetik katekolaminleri ayni çalismada tayin etmek 
için bir HPLC yöntemi önermektedirler. Örnekler 1,2-difeniletilendiamin ile 
türevlendirildikten sonra ayrilarak tayin edilmistir. LOD, 30–200 fg olarak 
bildirilmektedir.  

Yamaguchi ve ark. (1999) mikrodiyaliz örneklerindeki norepinefrinin benzilamin 
ile türevlendirildikten sonra tayini için mikrobor kolonlu LC yöntemi 
önermektedirler. Bu çalismada türevlendirme isleminin ayrintili bir tanimi 
verilmektedir. Potasyum hekzasiyanoferrat (III) varliginda olusan benzoksazol 
türevinin oldukça dayanikli ve floresans siddetinin yüksek oldugu belirlenmistir. 
Saptama siniri 10 µL’lik örnek enjeksiyonu için 90 amol olarak bildirilmektedir. 
Mikrodiyaliz örnekleri uyanik haldeki siçanlarin hipokampus, frontal cortex  veya 
hypothalamus bölgelerinden toplanmis ve basal ekstraselüler norepinefrin düzeyi 
ölçümleri ile birlikte, norepinefrinin geri emilimini engelleyen bilesiklerden olan 
maprotilin ve amitriptilin ile norepinefrin düzeylerindeki artma, reserpin ile 
norepinefrin düzeylerindeki azalma deneysel olarak gösterilmistir. 

Manini ve ark. (2000), insan idrarinda HVA, VMA, DOPAC ve 5-HIAA gibi 
asidik monoamin metabolitlerinin tayini için tandem MS detektörlü LC yöntemi 
gelistirmislerdir. Metabolitler C16 amit kolonda ayrilmis ve 30–70 µg.L-1 
düzeyinde LOD bildirilmistir. Yöntemin validasyonu gösterilmistir. Toprak 
kaynakli kursun kontaminasyonuna maruz kalan yetiskin ve çocuklara ait 
idrarlarin analizlerinde, metabolit miktarlarinin, kirlenmis bölgelerde yasayan 
çocuklarda kontrol grubuna göre daha yüksek bulundugu, yetiskinler için 
kontrollere göre metabolit miktarlari arasinda önemli bir fark bulunmadigi 
bildirilmektedir. 

Katekolaminlerin iletkenlik detektörüne bagli iyon kromatografik analizi Guan ve 
ark. (2000), tarafindan gösterilmistir. Norepinefrin, epinefrin ve dopamin için 
gelistirilen yöntem ile analizin 10 dk’dan daha kisa bir sürede tamamlandigi, % 
97’lik geri kazanim elde edildigi, norepinefrin için 1 ng.mL-1, epinefrin ve 
dopamin için ise 10 ng.mL-1 degerinde LOD bildirilmektedir. Analizin 
validasyonu gösterilmistir ve ilaç formundaki katekolaminlerin rutin kalite kontrol 
analizlerinde önerilmektedir. 

Unceta ve ark. (2001), bazi katekolaminleri ve metabolitlerini plazmadan, kati faz 
ekstraksiyonu uyguladiktan sonra kulometrik detektöre bagli LC yöntemiyle tayin 
etmislerdir. Çalismada analitlerin saptama sinirlarinin 0.01-0.05 ng.L-1 
düzeylerinde bulundugu bildirilmektedir. Standart çözeltiler 0.2 M perklorik asitte 
hazirlanmis ve hareketli faz çözeltisinin optimum pH’i 3.0 olarak belirlenmistir. 
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3,4-dihidroksibenzilamin iç standart olarak kullanilmis ve yöntemin validasyonu 
gösterilmistir.  

Peterson ve ark. (2002), çalismalarinda katekolamin (dopamin, norepinefrin ve 
epinefrin) ve metanefrinlerin (3-metoksitiramin, normetanefrin, ve metanefrin) 
idrarda birlikte tayinini CE’ye bagli ESI-TOF-MS detektörü ile 
gerçeklestirdiklerini bildirmektedirler. 3,4-dihidroksibenzilaminin iç standart 
olarak kullanildigi çalismada, LOD 0.1–0.3 µM düzeyinde bulundugu 
belirtilmektedir. Katekolamin ve me tanefrinlerin ön deristirme ve saflastirmasi 
için katyon degistirici sorban tasiyan kati faz ekstraksiyon kolonlari kullanilmis ve 
% 80’den fazla geri kazanim elde edilmistir. Saglikli insan idrarinda yapilan 
analizlerde referans degerlere yakin sonuçlar elde edildigi bildirilmektedir.  

Virag ve Whittington (2002), beyin mikrodiyalizatlarinda ekstraselüler dopamin 
tayini için elektrokimyasal deteksiyonlu bir LC yöntemi önermistir. Yöntemde dar 
çapli kolonlar kullanilarak 100 pM altinda LOD ve 200 pM altinda LOQ degerleri 
vermektedir. 0.2–10 nM araliginda dogrusal olan yöntem için iyi bir kesinlikle 11 
dk süren analiz süresi bildirilmektedir.  

Fujino ve ark. (2003), 5 hidroksiindoller ve katekolleri (serotonin, norepinefrin, 
dopamin ve ilgili bilesikler) benzilamin ve 1,2-difeniletilendiamin ile 
türevlendirdikten sonra floresans detektörlü HPLC ile tayinini gösterdikleri bir 
yöntem gelistirmislerdir. Türevin floresans siddetinin ve dayanikliliginin oldukça 
yüksek oldugu bildirilmektedir. Bilesiklerin saptanmasinda, ekzitasyon dalga 
boyu olarak 345 nm, emisyon dalga boyu olarak 480 nm’nin kullanildigi 
yöntemde 20 µL injeksiyon hacmi için LOD’nin 80 amol ile 86 fmol arasinda 
oldugu bildirilmektedir.  

Sirén ve ark. (2004), miselsi elektrokinetik kapiler kromatografi yöntemiyle 
idrardaki anyonik katekolamin metabolitlerinin miktar tayinlerini 
gerçeklestirmislerdir. 25 mM sodium tetraborat–65 mM SDS çözeltisinin 
elektrolit çözeltisi olarak kullanildigi çalismada ayirma için en uygun pH’nin 
10.82 olarak belirlendigi bildirilmektedir. Yüksek plaka sayisi ve küçük difüzyon 
katsayisi degerleri elde edilerek 0.05 ve 0.1 µg.mL-1 düzeyinde LOD ve LOQ 
bildirilmistir. Önerilen yöntem hasta idrarlarinda katekolamin metabolitleri 
miktarlarini belirlemek için kullanilmistir. 

Yoshitake ve ark. (2004a), siçan prefrontal cortex’inde serotonin, noradrenalin ve 
dopaminin sinir uçlarindan saliminin mikrodiyaliz teknigi ile izlenmesi için 
oldukça duyarli bir LC yöntemi önermektedirler. Söz edilen katekolaminler 
benzilamin ve 1,2-difeniletilendiamin ile türevlendirildikten sonra 1.0 mm çapli 
C18 kolonda 60 dk içinde ayrilmistir. Saptama siniri, 10 µL injeksiyon hacmi için 
42-95 amol araliginda bildirilmektedir. Reserpinin 5 mg.kg-1 dozda, i.p. 
enjeksiyonunun ardindan 12 saat sonra yapilan ekstraselüler katekolamin 
düzeylerinin ölçümünde katekolamin konsantrasyonlarinin % 30-40 dolayinda 
azaldigi gösterilmistir.  

Yoshitake ve ark. (2004b), siçan beyin ekstrelerinde ve mikrodiyaliz örneklerinde 
benzilamin ve 1,2-difeniletilendiamin ile türevlendirilen serotonin, noradrenalin, 
dopamin ve bunlarin metabolitlerinin (5-hidoksiindol-3-asetik asit ve 3,4 
dihidroksi fenilasetik asit) tayini için LC yöntemi gelistirmislerdir. Bu çalismada 
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12–847.5 pM araliginda LOD bildirilmektedir. Mikrodiyaliz örnekleri uyanik 
haldeki siçanlarin striatum’undan toplanmistir. Hem beyin homojenatlarinda hem 
mikrodiyaliz örneklerinde katekolaminlerin ve metabolitlerinin bazal degerleri 
tayin edilmistir.  

Akut kokain uygulamasinda disi siçanlar erkeklere göre daha kararli davranis 
gösterirler. Bu farkliliklarin temelindeki biyolojik mekanizmalar henüz 
aydinlatilmamistir. Festa ve ark. (2004), yaptiklari çalismada kokain ile 
indüklenmis motor davranislarin seksüel dimorfizmin monoaminerjik düzeylerine 
ve/veya kokain farmakokinetigine bagli olup olmadigini arastirmislardir. Disi ve 
erkek siçanlara 5, 15, 20 ve 30 mg.kg-1 kokain ya da serum fizyolojik 
çözeltilerinin akut enjeksiyonundan sonra davranis aktiviteleri 3 saat izlenmistir. 
Akut kokain veya serum fizyolojik uygulamasinin ardindan motor davranislar doz 
ve cinsiyete göre farklilik göstermistir. Ölüm sonrasi dokulardaki nörokimyasal 
tayinlerde hem disi hem erkek siçanlarda caudate putamen’de toplam dopamin 
artisi bildirilmektedir. Ayrica, erkek siçanlarda dihidroksifenilasetik asit/dopamin 
geri dönüslerinde azalma izlenmistir. Disi siçanlarin nucleus accumbens’inde, 
toplam dopamin, dihidroksifenilasetik asit, HVA, serotonin, 5-HIAA ve 
dihidroksifenilasetik asit/dopamin geri dönüslerinde azalma gözlenmistir. Erkek 
siçanlarin nucleus accumbensinde sadece dihidroksifenilasetik asit/dopamin geri 
dönüslerinde azalma ve serotonin düzeyinde artis oldugu bildirilmektedir. Ayrica, 
kokain metabolizasyonunda cinsiyet farkliligi, disilerde norkokain ve ekgonin 
metil esterin daha fazla kan/beyin düzeyleri ile, erkeklerde benzoilekgoninin daha 
yüksek kan düzeyleri ile gösterilmistir. Bu sonuçlar ile, kokain uygulanmasina 
cinsiyet farkliligina bagli davranis yanitlarinin hem monoaminerjik düzeylerdeki 
hem de metabolizasyon yolaklarindaki bireysel farkliklarla kismen 
açiklanabilecegi önerilmektedir.  

Patel ve ark. (2005) tarafindan, merkezi sinir sistemi dokularinda serotonin ve 
bazi katekolaminlerin tayini için elektrokimyasal detektörlü HPLC yöntemi 
önerilmistir. Serotonin için LOD 11.86 ng.mL-1 olarak bulunmustur. Doku 
örneklerinin -20oC’de saklanmasinin dopamin ve serotonin kaybina, doku 
örneklerinin hareketli faz çözeltisinde hazirlanmasinin ise, perklorik asitte 
hazirlanan örneklere göre dopamin ve serotonin yanitlarinda azalmaya neden 
oldugu belirlenmistir. Analiz süresi 15–20 dk olarak bildirilmektedir. 

Polar sabit fazlar kullanilarak oldukça polar yapidaki katekolaminlerin 
alikonmasinin artirilmasi düsüncesinden hareketle, Rinne ve ark. (2006) poröz 
grafit karbon sabit fazli kolonlari ilk defa kullanarak dopamin, epinefrin, 
norepinefrin ve serotoninin birlikte tayini için ESI-TOF-MS detektörlü kapiler 
sivi kromatografik yöntem ile bir arastirma gerçeklestirmislerdir. 100 µl’lik örnek 
hacmi, yükleyici hareketli faz olarak görev yapan % 0.1 pentafloropropionik asit 
içeren sulu hareketli faz ile 25 mm x 0.32 mm (iç çap) 5 µm Hypercarb kolona 
verilmis, ardindan % 0.1 asetik asit içeren su-asetonitril gradienti ile bilesikler 34 
mm x 0.32 mm (iç çap) 5 µm Hypercarb kolona aktarilmistir. Ana lizler sirasinda 
katekolaminlerin yükseltgenmesi gözlenmistir. Bu durumun yükleyici hareketli 
faz bilesiminden kaynaklandigi ve buna bagli olarak 0.75-3.0 ng.mL-1 araliginda 
bulunan saptama limitlerine karsin bu yöntemin kullanilabilirligini engelledigi 
ifade edilmektedir. Poröz grafit karbon materyal ile florlu kuvvetli asitlerin 
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kombinasyonunun katekolaminler gibi kolayca yükseltgenen bilesikler için 
kullanilamaz oldugu bildirilmektedir.  

Kehr ve ark. (2007), siçan beyninden elde edilen mikrodiyalizatlardaki rotigotin 
miktar tayini için elektrokimyasal deteksiyonlu bir LC yöntemi gelistirmislerdir. 
Rotigotinin, dopamin agonisti özellige sahip antiparkinson bir ilaç olarak 
kullanimindan dolayi, beynin ekstraselüler bölgesindeki tayininin önemli oldugu 
vurgulanmistir. Yöntemin LOD’si 1 nM dolayinda bildirilmektedir.  

?-Amino Bütirik Asit ve L-Glutamat 

GABA glutamik asitin glutamik asit dekarboksilaz araciligiyla dönüsümü 
sirasinda olusan, beyindeki baslica inhibe edici nörotransmitterdir. Fizyolojik 
sivilardaki anormal GABA düzeylerinin çesitli nörolojik rahatsizliklarla ilgisini 
gösteren kanitlar gittikçe artmaktadir. Menenjit hastalarinin beyin-omurilik 
sivisinda ve otistik çocuklarin plazmasinda GABA düzeylerinin arttigi 
gösterilmistir. Buna karsin Alzheimer hastalarinin beyin-omurilik sivisinda ve 
bipolar rahatasizligi ya da duygu durum bozuklugu olan hastalarin plazmasinda 
ise GABA düzeylerinin azaldigi gösterilmistir (Song ve ark., 2005). GABA tayini 
için gelistirilmis olan yöntemlere kisaca deginilmistir.  

GABA transaminaz ve suksinik semialdehit dehidrogenaz enzimleri varliginda 
NADPH üretimine dayali 340 nm’deki absorbans artisi spektrofotometrik yolla 
tayin edilebilmektedir. Ancak analiz örneklerinde çevresel kosullarla (sicaklik 
azalmasi, karanlik ya da mekanik manipülasyon vb.) ilgili olarak GABA 
düzeyinde artis meydana gelmektedir. Zhang ve Bown (1997), GABA 
ekstraksiyonu ve tayini için hizli bir enzimatik yöntem önermektedirler. Bu 
yöntemde önerilen ekstraksiyon isleminin analiz için doku alinmasi sirasinda hizli 
GABA birikmesini önledigi ve 340 nm’de absorsiyon yapan ve enzimatik tayinin 
duyarliligini azaltan renkli bilesenleri uzaklastirdigi bildirilmektedir. 340 nm’deki 
absorbans artisi 10-100 nmol/küvet araligindaki GABA düzeyleri için dogrusal 
bulunmustur.  

Kehr (1998) mikrodiyaliz örneklerinde  1.5 nM konsantrasyondaki GABA’nin 
ölçülebilecegi bir yöntem tarif etmektedir. OPA-ME ile türevlendirilerek floresans 
özellik kazandirilan GABA 1.0 mm’lik mikrobor kolonda ayrildiktan sonra 
floresans ve elektrokimyasal detektörler kullanilarak 20 dk içinde tayin 
edilebilmektedir. Validasyonu gösterilen yöntemin uygulamasi siçan beyin 
nucleus’undan elde edilen mikrodiyaliz örneklerindeki GABA düzeyinin ölçümü 
ile gösterilmistir.  

Struys ve ark. (1999), tek bir GC-MS analizini kullanarak GABA ve β-Alanin’i 
beyin omurilik sivisinda tayin etmislerdir. Yöntemin izole GABA ölçüm 
yöntemleri ile karsilastirildiginda daha üstün bir saptama gücünün oldugu 
vurgulanmaktadir.  

Bianchi ve ark. (1999), mikrodiyaliz sirasinda ve süperfuzat beyin kesitlerinde 
aspartat, glutamat, taurin ve GABA’nin bazal ve uyarilmis düzeylerinin ayni anda 
tayini için bir HPLC yöntemi gelistirmislerdir. o- ftalaldehit ile türevlendirilen 
bilesenler floresans detektör kullanilarak tayin edilmistir. Yöntemin LOD’si 
perfuzat içindeki GABA için 2.0 fmol.µL-1 olarak bildirilmekte ve analiz 15 dk 
içinde tamamlanmaktadir. Farkli beyin bölgelerinden elde edilen 
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mikrodiyalizatlarda ve perfuse doku kesitlerinde bulunan söz konusu amino asitler 
önerilen yöntemle tayin edilmistir.  

Kis uykusu sirasinda derin merkezi sinir sistemi baskilanmasina eslik eden 
GABA’nin ekstraselüler konsantrasyonunda ([GABA]ecf) artis ile ilgili hipotezi 
test etmek için Osborne ve ark. (1999) kuzey kutbu yöresindeki kis uykusuna 
yatan ve yatmayan sincaplarin striatiumunda [GABA]ecf düzeyini ölçmek için bu 
çalismayi gerçeklestirmislerdir. Mikrodiyaliz çalismasinin ayrintili kosullari 
bildirilen çalismada, o-ftaldialdehit ile türevlendirilen GABA düzeyleri C18 
kolonda elektrokimyasal detektörlü HPLC yöntemi ile ölçülmüstür. Elde edilen 
sonuçlara göre, kis uykusuna yatmayan sincaplarda [GABA]ecf düzeyi 73 nM 
olarak, kis uykusuna yatanlardaki düzey ise % 50 daha az bulunmustur. 
[GABA]ecf’deki artisin kis uykusu sirasinda merkezi sinir sistemindeki 
depresyonda baslica rol oynamadigi, zira [GABA]ecf’deki azalma ile paralel 
olarak plazma ve beyin-omurilik sivisinda glukoz konsantrasyonunda gösterilen 
azalmanin GABA sentezinde bir azalmaya veya voltaj bagimli salimlarda bir 
düsmeye yol açabilecegi önerilmektedir.  

Ma ve ark. (1999), glutamat dekarboksilaz’in yarismali ve spesifik inhibitörü olan 
3-merkaptopropionik asit ile muamele edilmis siçanlarin beyinlerinin çesitli 
bölgelerinde ve tüm beyinlerindeki GABA ve Glu birlikte tayini için LC-MS 
yöntemi önermektedirler. Yöntemin geri kazanimi % 95 dolayinda, LOD’si 
GABA için 2.5 µg.mL-1 ve Glu için 5.0 µg.mL-1 bulunmustur. 3-
merkaptopropionik asit ile muamele isleminden sonra ilk 5 dk’da GABA 
derisimlerinin göreceli olarak azaldigi, daha sonra tüm beyinde % 63 artigi 
gösterilmistir. Glu derisiminin ise muamele isleminden sonra 10 dk içinde tüm 
beyinde göreceli olarak artarak normal degerin % 154’üne ulastigi, sonraki 60 dk 
içinde normal degerine azaldigi bulunmustur. Yöntemin biyolojik örneklerdeki 
GABA ve Glu metabolizasyonu çalismalarinda kullanisli oldugu 
vurgulanmaktadir.  

Khuhawar ve Rajper (2003) beyin-omurilik sivisinda GABA, 2-
hidroksinaftaldehit ile türevlendirildikten sonra 330 nm’de UV deteksiyon ile 
ölçüldügü bir LC yöntemi gelistirmislerdir. Glisin, l- lisin ve tiraminin GABA ile 
birlikte bulundugu karisimda GABA tamamen ayrilmis ve bir çok amin ve 
aminoasit varliginda GABA’nin seçici olarak ayrildigi gösterilmistir. 5 µL’lik 
enjeksiyon hacmi için 2.8 ng LOD bulunan yöntemde beyin-omurilik sivisindaki 
GABA miktarlarinin 19-22 µg.mL-1 olarak ölçüldügü bildirilmektedir. 

Zacharis ve ark. (2004) insan biyolojik sivilarinda GABA’nin otomatik 
türevlendirilerek LC yöntemiyle on-line tayini için bir çalisma 
gerçeklestirmislerdir. Ardisik enjeksiyon analizi teknigi ile o-ftaldialdehitin 
floresans ajan olarak kullanildigi türevlendirme islemlerinde optimize edilen 
maksimum duyarlik kosullarinda analizlerin yapildigi bildirilmektedir. Insan 
idrari ve beyin-omurilik sivisinda µg.L-1 (ppb) düzeyinde GABA tayini 
gösterilmistir.  

Song ve ark. (2005), GABA’nin insan plazma ve beyin-omurilik sivisinda miktar 
tayini için kapiler LC-tandem MS yöntemi gelistirmislerdir. Kapiler kolon olarak 
C18 (50 mm x 0.25 mm, 5 µm), iç standart olarak döteryum isaretli GABA 
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kullanilmistir. Türevlendirme isleminin NBD-F ile yapildigi ve yöntemin 
LOD’sinin 5 ng.mL-1 oldugu belirtilmektedir.  

Kang ve ark. (2006), biyolojik örneklerdeki nöroaktif aminoasitlerin tayininde 
dansil ile türevlendirme islemlerinin optimizasyonu ve kromatografik analiz 
kosullarin belirmesi için bir arastirma yapmislardir. Dansil klorür ile GABA’nin 
da oldugu on iki amino asit türevlendirildikten sonra ayrilmistir. Izokratik yolla 35 
dk sürede ayrilan aminoasitler UV deteksiyon ile saptanmis, iç standart olarak 
trazodon kullanilarak yöntemin validasyonu gösterilmistir.  

Clarke ve ark. (2007), NDA ile türevlendirilmis GABA ve L-GLU’nun birlikte 
tayini için elektrokimyasal ve floresans detektörün kullanildigi bir HPLC yöntemi 
tarif etmektedirler. Elüsyon izokratik olarak saglanmis ve 20 dk’dan az bir sürede 
tamamlanmistir. Yöntemin validasyonu genis bir derisim araliginda gösterilmistir. 
Türevlerin 16 saat dayanikli oldugu bildirilmektedir. Yöntemin uygulamasi 
hippocampus ve brainstem’deki GABA ve L-GLU düzeylerinin ölçümünde 
gösterilmistir. 

Histamin 

Histamin farkli tipteki hücrelerden vücut fonksiyonlarini düzenlemek için salinan 
ve biyojenik amin yapisinda olan kimyasal bir modulatördür. Histamin periferik 
dokulardaki TIP-I alerjik hastaliklar ve dijestif ülserlerde yer almakla birlikte 
merkezi sinir sisteminde de etkilidir. Histamin memeli beynindeki hedef hücreler 
üzerindeki etkisini ikincil mesajci olarak H1 ve H2 reseptörlerinin uyarilmasi yolu 
ile gösterir. Ancak yakin zamanlarda otoreseptör sinifina dahil olan ve sadece 
beyinde bulunan yeni bir H3 reseptörünün H1 ve H2 reseptörlerinden daha farkli 
farmakolojik yanitlar ürettigi bildirilmektedir. Histamin bir nörotransmitter olarak 
nörofizyolojik fonksiyonlarin düzenlenmesinde görev alir. Ayrica normal disi 
histamin iletimi, Alzheimer hastaligi, dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu, 
Down sendromu, epilepsi, Parkinson hastaligi, stres, anksiyete gibi çesitli beyin 
hastaliklarinin etiyolojisinde yer almaktadir. Histamin ölçümü ile ilgili spesifik ve 
güvenilir yöntemlere olan gereksinim diger nörotransmitterlerde oldugu gibi 
çözümlenmeyi bekleyen biyolojik problemlere kolaylik saglayacaktir (Oguri ve 
Yoneya, 2002; Yoshitake ve ark., 2003).  

Busto ve ark. (1997), kolon içi florimetrik türevlendirilen sekiz adet biyojenik 
aminin tayini için floresans detektörlü bir HPLC yöntemi gelistirmislerdir. 
Türevlendirme islemi kolon içinde hareketli faz olarak kullanilan diger 
çözücülerle birlikte yapilmistir. Kolon içi tepkime kosullari (pH, borat ve o–
ftalaldehit konsantrasyonlari) optimize edilmistir. Ayirma üzerine türevlendirici 
ajan olarak kullanilan tiyolden kaynaklanan matris etkisi ve sicaklik etkisi ayrica 
çalisilmistir. Yöntemin dogrulugunu ve kesinligini artirmak için anyon degistirici 
ve C18 kolonlarin kullanildigi kati faz ekstraksiyon islemleri türevlendirme 
isleminden önce uygulanmistir. Yöntemin dogrusalligi 0.5–15 mg.L-1 ve LOD’si 
100-300 µg.L-1 araliginda bulunmustur. Yöntem kirmizi saraplardaki biyojenik 
aminlerin tayini için uygulanmis ve sonuçlari standart ön-kolon yöntemi ile 
karsilastirilmistir. 

Bruce ve Taylor (1998), plazma histamin tayini için kullanilan radyo-enzimatik 
yöntemin tekrarlanabilirliginin kan toplanmasi için kullanilan antikoagulan 
maddenin varligindan etkilendigi bulgusunu bildirmektedirler. Tüm kanda yapilan 
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geri kazanim deneylerine göre, EDTA veya sodyum florüre göre heparin ile daha 
dogru degerler elde edilmektedir; florür heparinle olana göre % 41 daha yüksek 
ortalama deger vermektedir. Standart kalibrasyon egrisine florür ilavesi ve 
porsiyonlara 5 ng histamin eklenmesi, kontrollere göre % 15 ve % 14.1 daha 
yüksek degerler vermistir. Florürün saptama sistemine etkisinin olmadigi, 
histamin ile kontamine olmadigi ve S-adenosil-L-metiyonin’in (metil donörü) 
bozulmasina da neden olmadigi bulunmustur. Sonuç olarak, heparinin 
antikoagulan seçiminde uygun oldugu ve florürün domuz beynindeki histamin 
metil transferazi aktive edebilecegi belirtilmektedir. Florürün enzim aktivatör 
olarak biyolojik bir role sahip olabilecegi önerilmektedir.  

Histamin artropod fotoreseptörlerinde bir nörotransmitter’dir. Meyva sinegi 
Drosophila melanogaster, sinir bilimleri arastirmalarinda yaygin kullanilan bir 
modeldir ve sinir sistemindeki histamin içerigi henüz bildirilmemistir. Borycz ve 
ark. (2000), OPA-ME kullanarak türevlendirme ile bu aminin Drosophila’da tayin 
etmek için elektrokimyasal deteksiyonlu bir HPLC yöntemi önermektedirler. 
Sinegin bas kisminda ölçülen histamin miktari ortalama 2 ng’dir. Yöntem 
kullanilarak diger mutantlardaki histamin düzeyleri de ölçülmüstür. 

Brown ve ark. (2001) beyindeki histamin fizyolojisi ile ilgili olarak hazirladiklari 
derlemede, histamin saliveren nöronlarin patternleri ve elektrofizyolojisi, 
histamin reseptörleri, hedef bölgelere histaminin etkileri, sinaptik bozuklarda 
histamin etkileri, sinir sistemindeki görevleri ve davranislari basliklari ile detayli 
olarak bilgi vermektedir.  

Oguri ve Yoneya (2002), endojen histaminin ve metabolitlerinin biyolojik önemi 
ve tayini için kullanilan yöntemleri kapsayan bir derleme hazirlamislardir. Bu 
derlemenin ilk bölümünde histaminin biyolojik önemi ve biyolojik yolaklar ele 
alinmakta, daha sonra GC, LC, CE ve kapiler elektrokromatografi gibi mikro 
ayirma teknikleri tarihsel süreçte verilmektedir. Son bölümde, kan, idrar, beyin ve 
hücreler gibi biyolojik örneklerde histamin ve metabolitlerinin tayini için söz 
edilen yöntemlerin kullanilmasi tartisilmaktadir.  

Yoshitake ve ark. (2003), uyanik haldeki siçanlardan elde edilen beyin 
mikrodiyaliz örneklerinde histamin tayini için floresans deteksiyonlu duyarli ve 
seçici bir LC yöntemi tarif ederler. Histamin içeren örnekler PSE, potasyum 
karbonat ve ACN varliginda türevlendirilmekte ve C18 silikajel ile paketlenmis 
kolona injekte edilmektedir. Olusan histamin türevi 450–540 nm araliginda 
moleküller arasi excimer floresans olusturan iki piren kalintisi içerir, bu ve 
PSE’nin kendi basina olusturdugu 360–420 nm’deki monomer floresansindan 
farklanmasina izin verir. Histamin-piren türevinin ayrilmasi 25 dk’da 
tamamlanmistir ve LOD 20 µl injeksiyonda 0.3 fmol’dür. 10 dk’lik fraksiyonda 
toplanan histaminin basal ekstraselüler düzeyi (10 µL’deki fmol olarak, n = 10 
siçan) hypothalamus’ta 35.45, prefrontal cortex ’te 9.05, hipokampus’ta 7.83 ve 
striatum’da 6.54 olarak bulunmustur. Histaminin voltaj duyarli salinimi 100 mM 
derisimde potasyum iyonlari veya sodyum kanal blokeri olan tetrodoksinin (1.0 
µM) probdan perfüzyonu ile degerlendirilmistir. Kalsiyum bagimli salinim 
kalsiyumsuz Ringer çözeltisi ile perfüzyon yapilarak test edilmistir. Elde edilen 
sonuçlara göre; çesitli farmakolojik ve fizyolojik kosullarda nöronal salinan 
histaminin tayini bu yöntemle oldukça duyarli olarak yapilabilmektedir. 
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Zhang ve ark. (2005), NBD-F adli türevlendirici ajani kullanarak floresans özellik 
kazandirilan histamin ve bazi poliaminlerin analizi için floresans detektörlü 
kapiler zon elektroforez yöntemi gelistirmislerdir. Çalismada histamin 3 dk’dan 
daha kisa bir sürede analiz edilmis ve LOD 21 nM olarak bulunmustur. 
Gelistirilen yöntem tobacco mesophyll protoplastin lizatindaki biyolojik aminlerin 
analizine basariyla uygulanmistir. 

Von Vietinghoff ve ark. (2006), histamin ve onun kataboliti 1-MH’nin tayini için 
floresans detektörlü HPLC’nin kullanildigi bir yöntem gelistirmistir. Alkali borat 
tamponunda çözünmüs o- ftaldialdehit ile her iki bilesigin kolon içinde yapilan 
türevlendirmesini ters faz C18 kolonda ayirma izlemistir. Histamin ve 1-MH 50 
nM LOD ile saptanabilmistir. Yöntemin domuz kolon epitelindeki histamin 
katabolizmasini arastirmak için uygun oldugu kanitlanmistir. Yöntem histamin 
metabolizasyonu üzerine olan arastirmalarda önerilmektedir. 

Asetilkolin 

ACh ilk bulunan nörotransmitter’dir. Ch, ACh’in hem prekürsörü hem de 
metabolitidir. Kolinerjik sinirler merkezi sinir sisteminin tamaminda bulunur. 
Fizyoloji, patoloji ve farmakolojideki rolünün artan öneminin fark edilmesine 
bagli olarak kolinerjik sinir iletimi ile ilgili son yillarda yogun arastirmalar 
yapilmaktadir. Nörotransmitter’lerin tabiati fonksiyonel durumu yansitmaktadir 
ve biyolojik sivilarda ACh ve/veya metaboliti ya da prekürsörlerinin ölçümleri 
kolinerjik arastirmalarin en önemli parçasi haline gelmistir. Alzheimer ve 
Parkinson hastaliklari gibi sinirsel rahatsizliklarin merkezi kolinerjik 
fonksiyonlarla ilgili olduguna dair kanitlar vardir (Dong ve ark., 2003).  

Kehr ve ark. (1998b) mikrodiyaliz örneklerinde ACh, Ch ve fizostigminin 
saptanmasi için redoks polimer kapli elektrotlarin kullanildigi kolon sonrasi 
immobilize enzim reaktörlü ve elektrokimyasal deteksiyonlu mikrobor kolon sivi 
kromatografisini kullanmislardir. Bu çalismada kapli elektrotlarin stabilitesi ve 
olasi iç standartlar arastirilmistir. Mikrodiyaliz problari uyanik haldeki siçanlarin 
ventral hipokampusunda konumlandirilarak diyalizat örnekleri toplanmis ve söz 
edilen maddeler için bazal düzeyler ölçülmüstür.  

Tsai, (2002) hazirladigi mükemmel derlemede ACh ve onun baslica 
metabolit/prekürsörünün ölçümü için kullanilan basit biyoassayler, 
radyoenzimatik tayinler, alev iyonizasyon detektörlü GC, GC-MS, 
elektrokimyasal deteksiyonlu HPLC, HPLC-MS gibi analitik yöntemleri ve 
biyolojik örneklerdeki (beyin dokusu ve düz kas örnekleri, kan ve beyin-omurilik 
sivisi ve mikrodiyalizatlar) uygulamalarini ele almaktadir. Son derece düsük 
miktarlarin tayini için sivi kromatografik yöntemlerde kullanilan mikro-
immobilize enzim reaktörleri, mikrobor kolonlar ve modifiye elektrot teknolojileri 
tartisilmistir.  

Jenkins ve ark. (2002), siçanlarin pedunculopontine tegmental nucleus’unun 
ekzitotoksik lezyonlarindan sonra thalamus ve striatum’da ACh ve dopamin 
içeriginin tayinini göstermislerdir. Elektrokimyasal deteksiyonlu HPLC yöntemi 
kullanilarak yapilan dokudaki düzeylerin ölçümü ile pons’tan thalamus’a 
gönderilen kolinerjik uyarilarin, umulandan daha kompleks ve dinamik oldugu 
belirlenmistir. Önceki çalismalarda talamik ACh’in elektrofizyolojik özellikleri ve 
yolaklarin belirlenmesi tartisilirken, bu çalisma ile ilk defa mesopontin 
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tegmentum’dan thalamus’un sinirsel uyarilmasi ile ilgili dinamik denge 
önerilmektedir.  

Wise ve ark. (2002), Ch ve ACh ölçümü için elektrokimyasal deteksiyonlu CE 
yöntemini kullanmislardir. Gluteraldehit çapraz bagli kolinesteraz ve ACh esteraz 
kapli modifiye platin elektrot ile dolayli elektrokimyasal deteksiyon saglanan 
yöntemde iç standart olarak butirilkolinin kullanildigi bildirilmektedir. Yöntem 
125 µM’a kadar dogrusaldir ve 2 µM LOD’ye sahiptir. Yöntemin uygulamasi 
sinaptosomal preparatlarda kolin geri emilim kinetiginin izlenmesi ile 
gösterilmistir.  

Dong ve ark. (2003), beyin mikrodiyalizatlarinda ACh ve Ch’in rutin tayini için 
immobilize enzim reaktör olarak horseradish peroksidaz kolonun kullanildigi 
elektrokimyasal deteksiyonlu LC yöntemi gelistirmislerdir. Kullanilan sistem 
horseradish peroksidaz ve ferrosen mediyatorün varliginda okside ferrosene 
dönüsümle elde edilen ürünün 0 mV’da indirgenmesinin izlenmesi ilkesine 
dayanir. 1-5000 nmol.L-1 araliginda ACh/Ch derisimleri için mükemmel bir 
dogrusal iliski elde edilmis ve ACh için LOD 2 fmol/5 µL olarak bulunmustur. 
Yaygin kullanilan elektrokimyasal yöntemler ile karsilastirildiginda önerilen 
yöntemin LOD’sinde 200 misli duyarlilik saglanmistir. Siçan beyin 
mikrodiyalizatlarinda ACh ve Ch düzeyleri ölçülmüstür. 

Sivi Kromatografisi-Kütle Spektrometrisi 

MS, olusturulmus elektromanyetik alanda yüklü moleküllerin m/z oranlarina göre 
farkli hareket etmelerini temel alan bir yöntemdir. Iyon, elektriksel alan ve vakum 
olarak özetlenebilecek üç ana esas üzerinde çalisir. MS yönteminin molekülleri 
birbirinden ayirabilmesi ve saptayabilmesi için çalisilan maddelerin mutlaka 
iyonik ya da iyonlastirilabilecek halde olmalari gerekir. Iyonik haldeki 
moleküllerin uçurularak m/z oranlarina göre farkli rotalar çizmesine neden olacak 
bir elektriksel alan gereklidir. Iyonlarin elektriksel alanda hareketlerini 
engelleyecek ya da kimyasal yapilarini degistirebilecek baska moleküller 
olmamalidir. Bu nedenle, iyonlarin elektriksel alanda uçuruldugu bölgeye vakum 
uygulanarak havasiz bir bosluk yaratilmalidir. MS yöntemi ile hem bilesenlerin 
kütleleri ve kütle parçalari, dolayisiyla kimyasal yapilari hakkinda kalitatif veriler, 
hem de miktarlari hakkinda kantitatif veriler elde edilebilmektedir. 

MS yöntemi ilk defa 1956’da F.W. McLafferty ve R.S. Gohlke tarafindan 
iyonlarin gaz fazinda, boslukta, elektriksel alanin etkisiyle uçurulmasi nedeniyle 
GC’de detektör olarak kullanilmaya baslanmistir. GC’nde ayrilan gaz fazindaki 
maddeler direkt MS cihazina aktarilabilmektedir. Bu nedenle ilk defa ticari 
amaçla GC-MS analiz cihazlari gelistirilmistir. Ilk HPLC-MS birlesimi ise 
1974’te P.J. Arpino ve  arkadaslari tarafindan denenmistir. Fakat 1988 yilina kadar 
maddelerin HPLC’deki sivi fazdan MS için gerekli gaz fazina iyonlasarak 
geçmeleri verimli olarak saglanamamistir. J. Fenn 1988 yilinda HPLC’de ayirimi 
gerçeklesen maddelerin sivi fazdan kurtarilip iyonlastirilabildigi ESI yöntemini 
gelistirmistir (Hoffman ve Stroobant 2001a). J. Fenn, bu çalismasiyla 2002 Nobel 
kimya ödülüne layik görülmüstür (http-1). 

Günümüzde kullanilan LC-MS cihazlari genel olarak HPLC, iyonlastirma odacigi 
ve bilesenlerin ayr ildigi kütle analizöründen olusmaktadir. 
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Sivi kromatografisi-kütle spektrometrisinde kullanilan iyonlastirma yöntemleri 

LC-MS sistemlerinde iyonlastirma odaciklari kullanilan iyonlastirma teknigine 
göre ESI, APCI ve APPI olarak çesitlenmektedir. 

ESI yönteminde LC’den çikan maddeleri tasiyan hareketli faz elektriksel bir 
alanda azot gazi yardimiyla sprey edilmektedir. Sprey asamasinda sivi hareketli 
faz damlaciklara dönüsmekte ve bu damlaciklar giderek küçülerek içerisindeki 
iyonlar Coulomb patlamasiyla sivi fazdan kurtulup uygulanan elektrik alani 
yardimiyla kütle ayristiriciya dogru hizlandirilmaktadir. 

APCI yönteminde LC’den çikan hareketli faz sprey asamasinda 120oC’ye isitilir 
ve sivi hareketli fazin gaz fazina dönüsmesi saglanir. Gaz fazina dönüsen hareketli 
faz kimyasallari ve hareketli fazin tasidigi bilesenler elektrik yüklü bir igneye 
(corona) dogru püskürtülür. Igne, üzerindeki elektriksel yükün uyarmasi 
sonucunda gaz fazindaki hareketli faz iyonlari ya da püskürtücü gazin olusturdugu 
iyonlar ile hareketli fazin tasidigi maddeler arasinda proton aktarimi yolu ile veya 
birbirlerine eklenme yolu ile iyonlastirma gerçeklestirilir. 

APPI yönteminde APCI yönteminde oldugu gibi LC’den çikan hareketli faz sprey 
asamasinda 120oC’ye isitilir ve sivi hareketli fazin gaz fazina dönüsmesi saglanir. 
APPI yönteminde APCI’daki yüklü igne yerine UV radyasyonu yayan bir UV 
lambasi kullanilir. UV lambasindan gönderilen fotonlarin enerjisi yardimiyla 
sprey halindeki bilesenler iyonlastirilir. 

Iyonlastirilacak bilesenin moleküler büyüklügü ve polaritesine göre bu üç 
iyonlastirma teknigi arasinda seçim yapilmaktadir (Hoffman ve Stroobant 2001a). 

Bilesenlerin özellikleri ile kullanilan iyonlastirma teknikleri seçimi Sekil 1 de 
gösterilmektedir. 

 
Sekil 1. Sivi Kromatografisi-Kütle Spektrometrisinde Iyonlastirma Yöntemlerinin Seçimi 
(Tsoupras, 2005) 
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Sivi kromatografisi-kütle spektrometrisinde kullanilan kütle analizörleri  

LC–MS yönteminde MS cihazlarinda kullanilan tüm kütle analizörleri 
kullanilabilmektedir. Bu analizörler çubuklu (quadrapol), üç ardisik seri bagli üç 
çubuklu analizörden olusan tandem, uçus zamanli (TOF), iyon kiklotron 
rezonansli ve iyon tuzagi (ion trap) kütle analizörleri olarak 
siniflandirilmaktadirlar. Bu analizörlerin birbirleriyle farkli birlesimleri de 
kullanilabilmektedir.  

Çubuklu kütle analizörlerinde, iyonlastirilan bilesenler dört adet çubuk arasinda 
olusturulan dogru akim ve radyo frekansi kuvvetleri ile uçurulurlar. Iyonlarin 
çubuklar arasinda uçusu sirasinda uygulanan radyo frekansinin degistirilmesi ile 
iyonlar m/z’lerine göre radyo frekansina bagli olarak ayri ayri detektöre ulasirlar. 

Tandem kütle analizörleri üç çubuklu analizörün seri baglanmasiyla olusturulmus 
kütle ayiricilaridir. Çubuklu analizörler arasindaki bölümlerde iyonlara gönderilen 
enerji ile iyonlarin parçalanmasi ve olusan parçalarin bir sonraki çubuklu 
analizörde birbirlerinden ayirimi saglanabilmektedir. Bu cihazlarin LOD ve 
LOQ’leri diger kütle analizörlerinden daha düsük seviyelere inebilmektedir. 

TOF kütle analizörlerinde, iyonlastirilan bilesenler iki plaka arasina uygulanan 
elektriksel alan yardimiyla dogrusal bir sekilde uçurulmakta, detektöre varis 
zamanlarina göre birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Bu yöntem ile, büyük 
moleküllerin ayirimi ve yüksek çözünürlüklü olarak kütle tayini 
yapilabilmektedir. Uçurulan iyonlarin kütleleri virgülden sonra altinci basamak 
hassasiyetinde belirlenebilmektedir. 

Fourier dönüsüm-iyon kiklotron rezonans kütle analizörleri, iyon tuzagi gibi 
iyonlarin hapis edildigi bir odaciktan meydana gelir. Bu odaciga uygulanan 
manyetik ve elektriksel alan yardimiyla iyonlar kararli durumda odacik içinde 
devamli uçurulmaktadir. Degistirilen radyo frekansi ile hapsedilmis iyonlar 
rezonansa getirilip odacik içinde ayni zamanda dedektör görevi gören yüzeye 
çarptirilmaktadir. Yüzeyde olusan akim zamana bagli olarak fourier dönüsümü ile 
kütle-sinyal iliskisine çevrilmektedir. Bu yöntemle iyon tuzagi analizörleri gibi 
MSn çalismalari yapilabilmektedir. Bunun yaninda büyük moleküllerin yüksek 
çözünürlüklü ayirimlarinin da yapilabildigi bir yöntemdir. Fakat MS yöntemleri 
arasinda en pahali olanidir. 

Iyon tuzagi kütle ayiricilarinda, iyonlar tuzagin içerisine doldurulmakta ve tuzaga 
uygulanan elektriksel kuvvetlerle hapsedilmektedir. Hapsedilen iyonlar tuzaga 
uygulanan radyo frekansinin degistirilmesiyle detektöre sirali bir sekilde 
gönderilebilmekte ya da istenen iyon/iyonlar diger iyonlardan ayrilarak tuzagin 
içinde yalniz birakilabilmektedir. Böylelikle istenen iyonlar izole edilip tuzaga 
uygulanan alternatif akim ile parçalanabilmektedir. Olusturulan parçalardan 
istenenler tuzakta izole edilip tekrar parçalanabilmektedir. Dolayisiyla defalarca 
kütle parçalanma islemi yapilabilmektedir. Bu özellikten dolayi iyon tuzagi 
analizörleri n kadar iyon izolasyonu ve parçalama islemi yapilabilecegini ifade 
eden MSn simgesiyle gösterilebilmektedir (Hoffman ve Stroobant, 2001a). 

Iyon tuzagi kütle analizörünün geometrisi Sekil 2’ de gösterilmektedir. 
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Sekil 2. Iyon Tuzaginin Üç Boyutlu Kesiti ve Parçalari  

MSn özelligine sahip kütle analizörlerinde miktar tayini yapilirken bilesen 
parçalanarak olusturulan bilesen parçasi sinyal olarak degerlendirildigi takdirde 
sinyal/gürültü orani (S/N) degeri dolayisiyla analizin hassasiyeti de 
arttirilabilmektedir. Bu özellik MRM ya da SRM olarak ifade edilmektedir 
(Tsoupras, 2005). 

Sivi kromatografisi-kütle spektrometrisi çalismalarinda kullanilan hareketli 
fazin özellikleri 

LC-MS çalismalarinda iyonlastirma püskürtme yöntemleriyle yapildiginda 
hareketli fazin akis  hizi püskürtme sirasinda olusan damlacik büyüklügünü 
dolayisiyla analizöre giren iyon miktarini degistirebilmektedir. Bu nedenle 
geleneksel HPLC analizlerinde kullanilan akis hizlarindan daha düsük akis hizlari 
(0.1 ya da 0.2 mL.dk-1) tercih edilmektedir. Yavas akis hizi, iyonlastirma 
odacigindaki püskürtmenin verimini dolayisiyla sivi fazdan kurtulup analizöre 
ulasan iyonlarin miktarini arttirmaktadir. 

Kullanilan hareketli faz içerigi bakimindan da geleneksel HPLC çalismalarindan 
farklilik göstermektedir. LC-MS çalismalarinda kullanilan hareketli faz 
içeriklerinde uçucu olmayan bilesenler kullanilmamalidir. Fosfat tamponu gibi 
uçucu olmayan bilesenler iyonlastirma odasinda kristalleserek metal yüzeylerde 
birikmektedir (Tsoupras, 2005). 

LC-MS çalismalarinda iyonlastirma odaciginda bilesenlerin iyonlasmasini 
saglamak ya da kolaylastirmak için hareketli faza uçucu özellikteki H+ ya da OH- 
kaynaklari eklenmelidir. Genel olarak bu amaçla kullanilan kimyasallar asetik 
asit, formik asit ve amonyak çözeltileridir. Bu kimyasallarin hareketli fazdaki 
derisiminin % 0.1 ile % 1 arasinda degisebildigi kaynaklarda görülmektedir. 
Tampon çözelti ile çalisilmak istendigi takdirde LC-MS çalismalarinda uçucu 
özellikteki NH4COOCH3 tamponun 1-10 mM derisim araliginda kullanilmasi 
gerektigi kaynaklarda belirtilmistir (Tsoupras, 2004). 

Iyonlastirma odacigindaki metal yüzeylere zarar veren bir diger kimyasal da HCl 
gibi mineral asitlerdir. Bu tip asitler odaciktaki metal yüzeyler ile reaksiyona girip 
yüzeyin bozulmasina neden olmaktadir. 
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LC-MS çalismalarinda hareketli faza eklenen iyon çifti bilesenleri ya da derisik 
tuzlarin cihazin hassasiyetini azalttigi kaynaklarda bildirilmektedir (Törnkvist ve 
ark., 2004). Bu kimyasallar analiz sirasinda kolaylikla iyonlastiklari için 
iyonlastirma odacigindaki iyon miktarini arttirarak analiz edilecek maddelerin 
analizöre ulasan miktarini azaltirlar. Bu etkiye iyon baskilamasi denmektedir. 

HPLC çalismalarinda kullanan tüm ters faz ayirim kolonlari LC-MS 
çalismalarinda kullanilabilmektedir. Fakat taranan çalismalarda daha ince (2.1 
mm vb) kolonlarin kullanilmasinin analiz hassasiyetini arttirdigi ifade 
edilmektedir. Kilcal kolon (100 µm) kullanildiginda hassasiyetin çok daha fazla 
oldugu da belirtilmistir (Tsoupras 2005).  

Mikrodiyaliz 

Mikrodiyaliz canli organizma dokularindaki hücreler arasi sividan örnek almak 
için gelistirilmis bir in vivo yöntemdir. Mikrodiyaliz ilk olarak 1966 yilinda Bito 
ve arkadaslari tarafindan yari geçirgen bir zar kullanilarak köpek beyninde ve 
plazmasindan serbest amino asitlerin toplanmasi için uygulanmistir. Delgado ve 
arkadaslari 1972 senesinde ilk ilkel mikrodiyaliz probunu gelistirmis ve 
dialytrode olarak isimlendirmislerdir. Bugünkü anlamiyla ilk in vivo mikrodiyaliz 
düzenegi 1974 senesinde Urban Ungersted tarafindan yapay bir kilcal kan damari 
örnek alinarak Isveç’teki Karolinska Enstitüsünde olusturulmustur (http-2). 
Mikrodiyaliz araç gereçlerini üreten ve satan ilk ticari firma 1984’te kurulmustur. 
Mikrodiyaliz yöntemi seksenlerin sonlarindan itibaren de klinik arastirmalarda 
insanlar üzerinde de kullanilmaya baslanmistir (http-3). 

Temel bir in vivo mikrodiyaliz düzenegi diyaliz pompasi, diyaliz çözeltisi, diyaliz 
probu ve örneklerin toplandigi bir toplayicidan olusur. 

Mikrodiyaliz pompasi 

Diyaliz çözeltisini proba pompalayan siringa pompalardir. Akis hizi hassas olarak 
ayarlanabilmeli ve sabit akis hizi saglanmalidir. Toplanmasi amaçlanan kimyasal 
maddelerin dokudan birim hacim diyaliz çözeltisine difüzyonu pompanin akis 
hizina baglidir. Mikrodiyaliz pompasi diyaliz çözeltisini ne kadar yavas pompalar 
ise, dokudaki maddelerin birim hacim diyaliz çözeltisine difüzyonu o kadar fazla 
olmaktadir. Böylelikle toplanan diyalizatlardaki kimyasal madde derisimi 
arttirilmis olmaktadir. Bununla birlikte pompanin kesin ve sabit bir akis saglamasi 
diyalizatlardaki maddelerin derisiminde kesinlik ve dogruluk saglamaktadir. 
Mikrodiyaliz pompalari 0.5-15 µL.dk-1 akis hizlarinda çalisabilen pompalardir. 
Beyinde yapilan mikrodiyaliz çalismalarinda hücreler arasi sividaki endojen beyin 
kimyasallarinin düsük derisimi nedeniyle 1 ya da 2 µL.dk-1 akis hizlari tercih 
edilmektedir (Le Quellec ve ark. 1995). 

Mikrodiyaliz çözeltisi 

Örneklerin toplandigi çözeltidir. Yari geçirgen bir zardan moleküller ve iyonlar 
hücreler arasi sividan diyaliz çözeltisine basit difüzyon yoluyla, çok derisik olan 
yerden az derisik olan yere dogru hareket ederler. Probun yerlestirildigi dokudaki 
hücreler arasi sivinin iyonik siddeti ve pH’sina esit diyaliz çözeltileri 
kullanilmalidir. Aksi durumda probun yerlestirildigi doku zarar görmekte bu 
nedenle toplanacak kimyasal maddelerin bazal derisimleri degismektedir. 
Dolayisiyla, diyaliz çözeltisi örnek toplanacak hücreler arasi siviya göre 
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belirlenmektedir. Diyalizat örnekleri kandan ya da beyin disinda bir dokudan 
diyalizat toplanacak ise, mikrodiyaliz çözeltisi olarak % 0.9 NaCl içeren pH 7.4 
fizyolojik serum kullanilmaktadir. Örnekler beyin dokusundan toplanacak ise 
Ringer çözeltisi (135 mM NaCl, 4 mM KCl, 2.4 mM CaCl2) ya da yapay beyin 
omurilik sivisi (128 mM NaCl, 3.0 mM KCl, 1.3 mM CaCl2, 1.0 mM MgCl2, 21.0 
mM NaHCO3, 1.3 mM NaH2PO4, pH 7.0) kullanilmaktadir (Chen ve ark., 1997; 
McNay ve Gold, 1999). 

Mikrodiyaliz problari 

Örneklerin toplandigi kisimdir. Toplanacak kimyasal maddelerin hücreler arasi 
sividan yari geçirgen zar araciligi ile diyaliz çözeltisine difüze oldugu kisim 
mikrodiyaliz probudur. Mikrodiyaliz problari sert ya da esnek bir iskeletten ve 
maddelerin difüzyona ugradigi bir yari geçirgen zardan olusur.  

H ü c r e l e r  A r a s i  S i v i

H ü c r e l e r

Endojen 
M o l e k ü l

 
Sekil 3. Hücreler Arasi Sividan Endojen Moleküllerin Probdan Diyaliz Çözeltisine 
Difüzyonu 

 

Toplanacak kimyasal maddelere ve maddelerin toplanacagi dokuya göre, farkli 
sekillerde ve farkli zar yapilarinda problar gelistirilmistir. Probun yerlestirilecegi 
dokuya göre esmerkezli, loop ve dogrusal sekillerde problar mevcuttur. En fazla 
tercih edilen prob sekli esmerkezli olandir. Siçan beyninde yapilan mikrodiyaliz 
çalismalarinda probu beynin belli bir bölgesine hassas koordinatlarla 
konumlandirabilmek için sert iskeletli esmerkez problari kullanilmaktadir. 
Damara ya da karaciger gibi dokulara yerlestirilen problar ise esnek iskeletli 
problardir.  



 18

 
Sekil 4. Geometrilerine Göre Prob Sekilleri ve Diyaliz Çözeltisinin Probtan Geçisi 

 

Dokudan toplanilacak kimyasal maddenin molekül büyüklügüne göre farkli 
gözenek boyutlarina sahip yari geçirgen zarlardan yapilmis problar da mevcuttur. 
Hedeflenen molekül ya da moleküllerin büyüklügü 100.000 Dalton’a kadar ise 
büyük gözenek çapli PES polimeri, eger 20.000 Dalton’dan küçük moleküller 
toplanmak isteniyorsa küçük gözenekli PC polimeri yari geçirgen zar olarak 
kullanilabilmektedir (http-4). 

Mikrodiyaliz problarindan geri kazanim 

Çalisilan kosullarda mikrodiyaliz yöntemiyle toplanan örneklerin dokudaki gerçek 
degerin ne kadarini yansittigini belirlemek için yapilan çalismalardir. Problardan 
geri kazanim yöntemleri genel olarak dört baslik altinda toplanmaktadir. 

Standart çözelti kullanarak in vitro geri kazanim 

Denek olarak kullanilan organizmadan bagimsiz olarak standart çözeltiler 
kullanilarak yapilan bir islemdir. Mikrodiyalizatlarda ölçülecek 
madde/maddelerin standart çözeltilerinin hazirlanmasi ve probun bu çözeltilere 
batirilarak biyolojik sicaklikta diyalizat toplanmasi ile gerçeklestirilir. Toplanan 
diyalizatta ölçülen madde miktari ile probun batirildigi standart çözelti içindeki 
madde miktari oranlanarak probdan geri kazanim yüzde olarak hesaplanir (Le 
Quellec ve ark., 1995). 

Zero-net flux 

Bu geri kazanim hesaplama yöntemi in vivo ya da in vitro olarak 
yapilabilmektedir. Diyalizat çözeltisi artan hizlarda verilerek örnekler toplanir ve 
analiz edilir. Hiza karsi diyalizattaki madde derisiminin grafigi çizilerek sifir 
hizindaki diyaliz çözeltisinin derisimi ekstrapole edilir. Sifir hizina karsi gelen 
diyalizattaki madde derisiminin dokudaki madde derisimine esit oldugu kabul 
edilmektedir (McNay ve Gold, 1999). 

No net flux  

Bu yöntem de zero-net flux yöntemi gibi hem in vivo hem de in vitro yapilabilir. 
Toplanan örneklerde ölçülecek madde ya da maddeler farkli derisimlerde diyaliz 
çözeltisine eklenir ve eklenen madde derisimine karsi toplanan diyalizatlarda 
ölçülen madde derisimleri grafige geçirilerek olusturulan dogru denkleminin 

Esmerkezli 
(Concentric) 

Prob 

Loop Prob Dogrusal 
Prob 

Yari Geçirgen 
Zar 

Yari Geçirgen 
Zar 

Yari Geçirgen 
Zar 
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regresyon analizi yapilir. Dogru denkleminin x eksenini kestigi degere karsi gelen 
derisim dokudaki derisimi ifade etmektedir (Lange ve ark., 1999). 

Retro dialysis 

Diyaliz çözeltisine, ölçümü yapilacak maddenin disinda farkli standart bir madde 
eklenir ve toplanan diyalizatlarda söz konusu maddenin derisimi de ölçülür. 
Toplanan diyalizattaki standart maddenin derisiminin, eklenen standart madde 
derisimine oranin, ölçülecek maddenin geri kazanim oranina esit oldugu kabul 
edilerek ölçülen maddenin geri kazanimi hesaplanir (Le Quellec ve ark., 1995). 

Stereotaksik Sistem 

Üç boyutlu koordinatlandirma düzenekleridir. Denek hayvanin türüne göre 
özellesmis düzeneklerdir. Stereotaksik tabla mikrodiyaliz probunun beyin 
dokusunda belirlenen bölüme yerlestirilmesi için kullanilir. 

Siçanlarla yapilan beyin mikrodiyaliz çalismalarinda George Paxinos ve Charles 
Watson adindaki iki Avustralyali bilim adaminin ilk baskisini 1982’de 
yayinladiklari siçan beyninin stereotaksisi atlasinin kullanildigi görülmektedir 
(Tunçel ve ark., 2005). Atlasin ilk baskisindan sonra sirasiyla 1986, 1996 ve 1998 
senelerinde gelistirilmis ikinci, üçüncü ve dördüncü baskilar da yayinlanmistir 
(Paxinos ve Watson, 1996).  

Paxinos ve Watson’in atlasinda siçan kafatasinda gözle görülebilecek iki referans 
nokta kullanarak bu referans noktalara olan uzakliklarina göre beynin bölümleri 
koordinatlandirilmistir. Bu referans noktalar lambda ve bregma olarak 
adlandirilmistir. Atlasta beyin bölgelerinin, lambdaya ve bregmaya uzakligi, 
anterior-posterior eksenin ne kadar saginda ya da solunda kaldigi ve kafatasinin 
üst noktasindan ne kadar derinlikte oldugu 0.1 mm hassasiyetle gösterilmektedir 
(Paxinos ve Watson, 1996).  

 
Sekil 5. Paxinos ve Watson Atlasinin Siçan Kafatasi Üzerindeki Referans Noktalari (Paxinos 
ve Watson, 1996) 
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GEREÇLER 

Kullanilan Maddeler 

Amonyum Asetat  : Riedel-de Haën, Almanya 

Asetik Asit    : Merck, Almanya 

ACh    : Sigma, Amerika 

ACN    : Merck, Almanya 

Borat    : BDH Chemicals Ltd., Ingiltere 

DOPAC   : Acros Organics, Belçika 

Dopamin   : Sigma, Amerika 

Epinefrin   : Sigma, Amerika 

Etanol    : Tekel, Türkiye 

Fosfat    : Merck, Almanya 

GABA    : Acros Organics, Belçika 

Histamin   : Acros Organics, Belçika 

L-GLU   : Merck, Almanya 

Kalsiyum Klorür   : Riedel-de Haën, Almanya 

Metanol   : Merck, Almanya 

Norepinefrin   : Sigma, Amerika 

NBD-Cl   : Sigma, Amerika 

Potasyum Klorür  : Merck, Almanya 

Sodyum Klorür   : Carlo Erba, Italya 

Üretan    : Sigma, Amerika 

Kullanilan Cihazlar 

Buzdolabi   : Arçelik, No Frost&Electronic, Türkiye 

Hassas Terazi   : Ohaus, E12140, Isviçre 

Infüzyon Pompasi  : KD Scientific, Amerika 

LC-MS   : Agilent Technologies, LC1100, Almanya 

  Agilent 1100 kolon firini  

  Agilent 1100 gaz arindirici  

  Agilent 1100 pompa  

  Agilent 1100 oto enjektör 

      Agilent Technologies, MS Trap SL, Amerika 
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Mikrodiyaliz Düzenegi : CMA Co., CMA/102, Isveç 

      Pompa 102 

      Prob CMA 12 PES 

      Örnek toplayici CMA 170 

pH Metre   : Electro-mag, M822, Türkiye 

Stereotaksik Tabla  : David Kopf Instruments, Amerika  

Su Aritma Cihazi  : Human UP 900, Kore 

Su Banyosu   : Memmert, WB14, Almanya 

Ultrasonik Banyo   : Ultrasonic, LC30, Almanya 

Vorteks   : Nuvemix, NM110, Türkiye  
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YÖNTEMLER 

Bu bölümde, nörotransmitter’lerin LC-MS yöntemi ile yapilan analitik 
denemeler, analiz kosullari, mikrodiyaliz islemleri, örnek toplanmasi ve analizi 
hakkinda yapilanlar anlatilmaktadir. 

Sivi Kromatografisi-Kütle Spektrometresi (Iyon Tuzagi) Çalismalari 

Nörotransmitter’lerin analizi için seçilen LC-MS (iyon tuzagi) yöntemi, 
bilesenlerin kütle sinyalleri ve kütlelerinin parçalanmalarindan elde edilen parça 
sinyalleri üzerinden kantitatif çalismalar yapilabilen, seçiciligi yüksek bir 
yöntemdir. Endojen kimyasallarin ve ilaç metabolitlerinin tayini ve saptanmasinda 
siklikla kullanilmaktadir (Hoffman ve Stroobant, 2001a). 

Kromatografik çalismalara geçilmeden önce MS ile bilesenlerin ana kütle ve 
parçalanma sinyalleri incelenmistir.  

Nörotransmitterlerin stok çözeltileri 

Incelenen tüm bilesenlerin standartlari suda çözünebilen formlarda oldugundan 
ana standart çözeltileri yaklasik 1 mg.mL-1 derisimde olacak sekilde sadece ultra-
saf su ile hazirlanmis ve -20oC’de saklanmistir.  

Kütle spektrometrisi parçalanmalari  

MS parçalanmalarini incelemek için kullanilan çözeltiler ana çözeltilerden % 25 
MeOH içeren 10 µM NH4COOCH3 çözeltisi ile seyreltilerek hazirlanmistir. 

Bilesenlerin kütle parçalanmalari sürekli akis yöntemi ile belirlenmistir. Bir 
siringa pompa yardimiyla bilesenlerin 500 ng.mL-1 derisimdeki standart çözeltileri 
sürekli akis yöntemi ile dogrudan ESI yoluyla kütle analizörüne gönderilerek 
gerçeklestirilmistir. % 25 MeOH içeren 10 µM NH4COOCH3 çözeltisi ortaminda 
çalisilmistir. Kütle taramasi 50-300 m/z araliginda yapilmistir. 

Bilesenlerin analiz çözeltilerine uygulanan sürekli akis ve ESI parametreleri 
Çizelge 1’de verilmektedir. 

 
Çizelge 1. Elektrosprey Iyonlastirma Parametreleri 

Enjeksiyon pompasinin akis hizi 800 µL.sa-1 

Sprey azotun basinci 15 psi 

Kurutucu azotun akis hizi 5 L.dk-1 

Kurutucu sicaklik 325 0 C 

Iyonlastirma polaritesi 1 + 

Uygulanan parçalama voltaji 1.0 

Ana kütlelerin izolasyon araligi 2 m/z 

                                                 
1 DOPAC bilesiginin iyonlastirilmasi eksi polaritede gerçeklestirilebilmistir. 
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Nörotransmitterlerin sivi kromatografisi -kütle spektrometresi ile ayirim ve 
saptama denemeleri 

Nörotransmitter’lerin oldukça polar yapida moleküller oldugu kaynaklarda 
belirtilmektedir (Zhang ve Beyer, 2006). Bu nedenle geleneksel ters faz LC 
kolonlari ile ayirimlari gerçeklestirilememektedir (Törnkvist ve ark. 2004). 
Geleneksel HPLC çalismalarinda polar bilesikler için uygulanan iyon çifti 
yönteminin MS sinyallerini örttügü, bu nedenle beyindeki bazal derisimlerinin 
LC-MS ile analiz edilemedigi de kaynaklarda belirtilmektedir (Törnkvist ve ark. 
2004). Bu nedenlerle tez çalismasinin basinda polar maddeleri, iyon çifti 
kimyasallari kullanmadan alikoymak için gelistirilmis yeni ters faz kolonlari 
denenmistir. Zorbax (2.1x100 mm) C16 amit kolon ve % 100 sulu hareketli fazda 
çalisilabilen Zorbax (2.1x100 mm) Aqua kolonu, % 0.1 asetik asit içeren ACN-saf 
su hareketli faz karisimlari ve sadece % 0.1 asetik asit içeren sulu hareketli fazlar 
kullanilarak denenmis fakat ayirim saglanamamistir.  

Nörotransmitterlerin türevlendirilmesi 

Polar bilesenler için üretilen kolonla rdan sonuç alinamayinca nörotransmitter’lere 
baska bir molekül baglayarak apolar özelliklerinin arttirilmasi yoluna gidilmistir. 

Nörotransmitter’lerin türevlendirilmesi için primer amin grubu tasiyan 
bilesenlerle kolaylikla baglanabilen NBD-Cl molekülü seçilmistir (Song, ve ark. 
2005). 

NBD-Cl’ün, primer amin grubu tasiyan moleküllerle reaksiyona girerek meydana 
getirdigi ürüne floresan özellik kazandirmasinin yani sira, NBD-Cl’nin türev 
bilesenlerinin, apolar özelliklerini arttirdigi da Song ve ark. tarafindan 
belirtilmektedir (2005). 

NBD-Cl ile türevlendirme reaksiyonu, genellikle bazik, bilesene göre degisebilen 
pH’larda ve 65oC sicaklikta 20 dk içinde gerçeklesmektedir (Song., ve ark. 2005) . 

Tez kapsaminda seçilen nörotransmitterlerin arasinda primer amin grubu tasiyan 
GABA, L-GLU, histamin, dopamin ve norepinefrin için NBD-Cl ile 
türevlendirme çalismasi yapilmistir. NBD-Cl’ün, primer amin grubu tasiyan 
moleküllerle reaksiyonu Sekil 6’ da gösterilmektedir. 

N
O

N

Cl

NO2

X NH2 +
N

O
N

NH

NO2

X

NBD-Cl

Primer Aminli Bilesen

Ürün  
Sekil 6. 4-Kloro-7-Nitro-2,1,3-Benzoksadiyazol Molekülü ile Primer Amin Tasiyan 
Moleküllerin Reaksiyonu 
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Türevlendirme reaksiyonunda kullanilan çözeltiler 

Tez kapsaminda seçilen nörotransmitter’ler arasinda primer amin grubu tasiyan 
GABA, L-GLU, histamin, dopamin ve norepinefrin için 1 mg.mL-1 derisiminde 
saf su ile stok standart çözeltileri hazirlanmistir. Türevlendirme islemleri sirasinda 
bilesenlerin stok çözeltileri seyreltilerek 500, 250, 125 ng.mL-1 derisiminde 
çözeltiler hazirlanmistir. Seyreltmelerde mikrodiyaliz vasati ile benzerlik tasimasi 
için Ringer çözeltisi kullanilmistir.  

Bazik ortam saglamak üzere 100 mM borat çözeltisi hazirlanmis ve derisik HCl 
kullanilarak pH’si 9’a ayarlanmistir.  

NBD-Cl çözeltisi ACN içinde çözülerek 10 mM derisimde hazirlanmistir.  

Türevlendirme reaksiyonu  

50 µL standart madde çözeltisi, 25 µL 10 mM NBD-Cl çözeltisi ve 25 µL 100 
mM pH 9 borat tamponu 500 µL’lik kapakli polipropilen tüplerde vorteks 
kullanilarak karistirilmistir.  

Standart madde içermeyen Ringer çözeltisi ile yukaridaki islemlerle bir de bos 
(blank) örnek hazirlanmistir.  

Türev reaksiyonu 65oC’ye ayarlanmis ve su banyosunda 20 dk boyunca karanlik 
ortamda gerçeklestirilmistir. Sürenin sonunda çözeltiler, karanlikta 5 dk sogumaya 
birakilmis ve 300 µL’lik polipropilen otomatik örnekleyici viallerine alinmistir. 
Olusan türevlerin isikta kararliliklarinin düsük olmasi nedeniyle otomatik 
örnekleyici vialleri alüminyum folyo ile sarilmistir. NBD-Cl türevlerinin 4oC’ta 
24 saat kararli oldugu bildirilmektedir. (Song ve ark., 2005). 

Türevlerin sivi kromatografisi-kütle spektrometresi ile analizleri 

Kromatografik kosullar 

LC-MS sinyallerinin ve olusan türev kütlelerinin belirlenmesi çalismalarinda ikili 
yüksek basinç gradient hareketli faz sistemi kullanilmistir. A hareketli fazi % 0.1 
asetik asit içeren saf su, B hareketli fazi ise % 0.1 asetik asit içeren ACN olarak 
hazirlanmis ve ultrasonik banyoda çözünmüs gazlardan arindirilmistir. Yöntemde 
kullanilan gradient sistem Çizelge 2’de verilmistir. Hareketli fazin akis hizi 0.2 
mL.dk-1 uygulanmistir. 

 
Çizelge 2. Uygulanan Gradient Sistem 

Zaman (dk) A Hareketli Fazi B Hareketli Fazi 

0–20 % 100’den % 50’ye % 0’dan % 50’ye 

20–25 % 50 % 50 

25–28 % 50’den % 100’e % 50’den % 0’a 

28–35 % 100 % 0 
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Ayirma islemlerinde C18 (100x2.1 mm) Zorbax Aqua kolon kullanilmistir. 
Örneklerin kolona enjeksiyonu 10 µL hacimde gerçeklestirilmistir. 

Ayirim süresince kolon firini 350C sabit sicakliga ayarlanmistir. 

Kütle spektrometresi kosullari  

MS sinyalleri 50–1000 m/z arasinda taranmistir. ESI’da püskürtücü gaz olarak 
azot 35 psi basincinda uygulanmistir. Kurutucu gaz olarak azot kullanilmis ve 
350oC’de 9 L.dk-1 hizda uygulanmistir. Iyonizasyon için arti polarite seçilmistir. 
Arti iyonlasan bilesenleri analizöre hizlandirabilmek için iyonlasma odaciginda -
3000 V elektriksel voltaj uygulanmistir. Kilcal giris voltaji olarak –3500 V 
uygulanmistir. 

Iyon tuzagina dolan iyon miktari 60000 coulombic yük, tuzagin açik kalma süresi 
300 ms olarak uygulanmistir. 

ESI’dan kütle analizörüne kadar olan elektriksel parametreler 300 m/z hedef 
degere göre yazilim tarafindan ayarlanmistir. 

Türev sinyallerinin belirlenmesi 

Türev sinyallerinin belirlenmesinde olusan türevin kütlesi (olasi m/z degeri) ve 
bos örnek ile farklilasmalar esas alinmistir. Bu kosullarin saglandigi durumlarda 
artan derisimlerdeki sinyal degisiklikleri ile son karar verilmistir. 

Çalismanin bu kisminda histamin ve GABA bilesenlerinin sinyalleri 
tanimlanabilmistir. Diger primer aminli bilesenlerin analizlerinde bos örnek 
kromatogrami ile farklilik saptanamamistir. Bu nedenle çalismanin geri kalaninda 
sadece histamin ve GABA bilesenleri incelenmistir. 

Alikonma zamanlari belirlenen türev bilesenlerinin kantitatif analiz için SRM 
islemi uygulanmis ve MS2 parçalanma ürünleri belirlenmistir. 

SRM islemi için kromatogramda histaminin ve GABA sinyallerinin oldugu 
bölgelere ayri ayri MS parametreler uygulanmistir.  

Histamin sinyalinin oldugu bölgede iyon optikleri 275 m/z’ye göre yazilim 
tarafindan ayarlanmistir. MS2 parçalanmasi SRM islemi ile ana kütle 275 m/z 
kullanilarak gerçeklestirilmistir. Ana kütlenin ±2 m/z araliginda izolasyonu 
gerçeklestirilmis ve 1.0 V parçalama enerjisi kullanilmistir. MS2 parçalama islemi 
1.0 V enerjinin % 30’undan baslayip dogrusal olarak artan akilli parçalama islemi 
olarak uygulanmistir. 

GABA sinyalinin oldugu bölgede iyon optikleri 267 m/z’ye göre yazilim 
tarafindan ayarlanmistir. MS2 parçalanmasi SRM islemi ile ana kütle 267 m/z 
kullanilarak gerçeklestirilmistir. Ana kütlenin ±2 m/z araliginda izolasyonu 
gerçeklestirilmis ve 1.0 V parçalama enerjisi kullanilmistir. MS2 parçalama islemi 
1.0 V enerjinin % 30’undan baslayip dogrusal olarak artan akilli parçalama islemi 
olarak uygulanmistir. 

MS2 parçalanmalari belirlendikten sonraki çalismalarda akilli parçalama islemi 
uygulanmamistir. Histamin için sabit 1.0 V ve GABA için sabit 1.0 V MS2 
parçalama enerjileri uygulanmistir. 
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GABA ve histamin sinyallerinin tespit edildigi bölgelerin her ikisinde de kütle 
tarama araligi 80-300 m/z arasi tutulmustur. Iyon tuzagina dolan iyon miktari 
30000, tuzagin açik kalma süresi 300 ms olarak ayarlanmistir. 

Türev ortaminin pH’sinin taranmasi 

NBD-Cl ya da diger türevlendirme ajanlarinda türevin gerçeklestigi vasatin 
pH’sinin önemli oldugu belirtilmektedir (Zhang ve ark., 2005). Bu nedenle 
türevlendirilecek bilesene göre uygun pH’nin belirlenmesi gerekmektedir. 

Bu amaç dogrultusunda pH 6, 7, 8 degerleri için 100 mM fosfat tamponlari 
hazirlanmistir. pH 9 tamponu için ise 100 mM borat tamponu kullanilmistir. Her 
bir tampon çözeltisi ile hazirlanmis 250 ng.mL-1 derisiminde GABA ve histamin 
içeren çözeltiler 20 dk karanlik ortamda 65oC’lik su banyosunda 
türevlendirilmistir. 

Sonuçlar histamin için 275 m/z MS EIC pik alanlari, GABA için de 267 m/z’lik 
MS EIC pik alanlari kullanilarak degerlendirilmistir. 

Sivi kromatografisi-kütle spektrometresi yönteminin validasyonu 

Yöntemin validasyon çalismalarinda GABA ve histamin için artan derisimlerde 
SRM parametreleri kullanilarak dogrusallik incelenmistir. LLOQ, düsük derisimli 
çözelti sinyallerinin, olusturulan kalibrasyon egrilerinden sapmasi esas alinarak 
hesaplanmistir (Zhu ve ark., 2005, ). 

Yöntemin dogruluk ve kesinliginin arastirilmasi farkli derisimlerdeki çözeltilerin 
sinyallerinin tekrar edilebilirligi esas alinarak gösterilmistir (Zhu ve ark., 2005, 
Shah ve ark., 2000)). 

Dogrusallik 

GABA ve histamin karisimi 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 ng.mL-1 
derisimlerde Ringer çözeltisi ile üç set hazirlanmistir. Türev islemlerinden sonra 
belirtilen kromatografik ve SRM kosullarinda analizleri gerçeklestirilmistir. 

Hazirlanan derisim gradientinin hangi bölgelerinde bilesenlerin dogrusal pik alani 
verdigi incelenmistir. Bu incelemede GABA için 267 m/z’ye sahip ana kütle ile 
SRM sonucu olusan 249 m/z ve 250 m/z EIC MS2 parçalanma ürünlerinin pik 
alanlari kullanilmistir. Histamin içinse SRM islemi sonucunda kararli bir MS2 
parçasi olusmadigindan 275 m/z EIC MS pik alanlari kullanilmistir. 

Dogruluk ve kesinlik 

GABA ve histamin karisimi 50, 100, 250 ng.mL-1 derisimlerde Ringer çözeltisi ile 
üç set hazirlanmistir. Her bir konsantrasyondan 5’er enjeksiyon yapilmistir. 
Analizler türev islemlerinden sonra belirtilen kromatografik ve SRM kosullarinda 
gerçeklestirilmistir ve degerlendirilmistir. 
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Mikrodiyaliz Çalismalari 

Analiz edilecek örnekleri toplamak için mikrodiyaliz yöntemi kullanilmistir. 
Tezin bu bölümünde gerçeklestirilen in vivo ve in vitro mikrodiyaliz islemleri 
anlatilmaktadir. 

Mikrodiyaliz probu 

Çalismada metal iskeletli CMA 12 es merkezli beyin mikrodiyaliz probu 
kullanilmistir. Kullanilan probun yari geçirgen zari, PES yapida olup probun uç 
kismindan 2 mm yüksekliktedir. Problar ile siringa ve toplayici arasindaki 
baglantilar için iç çapi 0.12 mm ve iç hacmi 1.2 µL/100mm olan FEP yapili kilcal 
borular kullanilmistir.  

Probun kullanima hazir hale getirilmesi ve yeniden kullanimi 

Ticari olarak satilan mikrodiyaliz problarinin zarlari gliserinle kapli ve bir kilif 
içerisinde ambalajlanmaktadir (http-4). Mikrodiyaliz problarinin ilk açilisinda 
koruyucu kilifindan çikarildiktan sonra % 70 etanol çözeltisine batirilip 
mikrodiyaliz pompasiyla % 70 etanol, 5 µL.dk-1 hizda 20 dk süresince 
geçirilmistir. Ardindan saf suya daldirilip 5 µL.dk-1 hizda 20 dk süresince saf su 
geçirilmistir. Sonrasinda 20 dk süreyle Ringer çözeltisi 5 µL.dk-1 hizda 
geçirilmistir. Dokuya yerlestirilmeden önce 1 µL.dk-1 hizda 20 dk süreyle Ringer 
çözeltisi geçirilmeye devam edilmistir. 

Örnek toplama islemi bitirildikten sonra diger örnek toplama islemine geçmeden 
önce prob saf suya daldirilip probdan 20 dk boyunca 5 µL.dk-1 hizda saf su 
geçirilmistir. Ardindan ilk açilista yapilan yikama islemleri tekrar edilmistir. 

Çalisma aralarinda kullanilan problar su içerisinde oda isisinda muhafaza 
edilmistir. 

Probdan geçirilen tüm çözeltiler çözünmüs gazlardan arindirilmis ve 0.45 µm 
gözenek çapli nitroselüloz enjektör ucu süzgeçlerden süzülmüstür. 

Örnek toplanacak beyin bölgelerinin koordinatlarinin belirlenmesi 

Yapilan kaynak taramalarinda GABA ve histamin ölçümünün önem arz ettigi üç 
beyin bölgesi belirlenmistir. Bu bölgeler ventral hypothalamik nucleus, lateral 
hypothalamus ve corpus striatum olarak adlandirilmaktadir (Brown ve ark., 2001; 
Hu ve ark., 2007). 

Belirlenen bölgelerin kafatasi üzerindeki gözle görülür yapilar olan lambda ve 
bregmaya ön-arka (anterior-posterior) eksen üzerinden uzakliklari, kafatasinin 
orta ön-arka ekseninin ne kadar saginda ya da solunda oldugu ve ilgili bölgenin 
kafatasindan ne kadar derinde oldugu Paxinos ve Watson siçan beyni stereotaksisi 
atlasi kullanilarak belirlenmistir (Paxinos ve Watson, 1996). Atlastan bulunan 
koordinatlar Çizelge 3’te gösterilmektedir.  
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Çizelge 3. Paxinos ve Watson Atlasina Göre Ilgili Bölgelerin Koordinatlari 

 ventral hypothalamik 
nucleus 

lateral hypothalamus corpus striatum 

Bregmaya uzaklik 
(mm) 

-1.8 -1.8 1.6 

Lambdaya uzaklik 
(mm) 

7.2 7.2 10.6 

Lateral eksene uzaklik 
(mm) 

-2.0 -2 -2.6 

Derinlik (mm) 6.7 8.6 -5.2 

 

Her bölge için ayri bir denek siçan kullanilmistir. Siçanlarin kafataslarinda 
lambda ve bregma noktalari stereotaksik tablanin koordinat sistemine göre mm 
cinsinden sayisal hale dönüstürülmüstür. Ön-arka eksene göre siçan kafatasindan 
belirlenen lambda ve bregma degerleri atlastan belirlenen lambda’ya ve 
bregma’ya uzaklik degerleri (mm) ile toplanmistir. Böylelikle kafatasi üzerinde 
ilgili bölgenin ön-arka eksende hem lambda hem de bregma’ya uzakligi 
hesaplanmistir. Hesaplanan iki uzaklik degerinin ortalamasi alinarak en uygun ön-
arka eksen koordinati hesaplanmistir. 

Yansal koordinatin belirlenmesinde orta ön-arka ekseninin stereotaksik tablada 
koordinati mm olarak tespit edilip atlastan bulunan orta eksene uzaklik degerleri 
ile toplanmistir. 

Kafatasi yüzeyinin sterotaksik tablaya göre koordinati okunup atlastan elde edilen 
derinlik degeri ile toplanarak mikrodiyaliz probunun ne kadar derine 
yerlestirilecegi mm cinsinden hesaplanmistir. 

Paxinos ve Watson atlasina göre probun yerlestirildigi beyin bölgeleri Sekil 7-
9’da gösterilmektedir. 
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Sekil 7. Ventral Hypothalamik Nucleus (Griye Boyanmis Bölge) ve Probun Beyindeki 
Konumu 

 
Sekil 8. Lateral Hypothalamus (Griye Boyanmis Bölge) ve Probun Beyindeki Konumu 

 
Sekil 9. Corpus Striatum (Griye Boyanmis Bölge) ve Probun Beyindeki Konumu 
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Mikrodiyaliz probunun yerlestirilmesi ve örneklerin toplanmasi 

Örnekler 3–4 haftalik, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyotlarda büyütülmüs 
yaklasik 180 g agirliginda Wistar siçanlardan toplanmistir. Siçanlar IP enjeksiyon 
ile 1.5 g.kg-1 üretan verilerek uyutulmustur. Kulak barlari ve üst dislerin 
gerisinden bir barla sabitlenerek sterotaksik tablaya yerlestirilmistir (Tunçel ve 
ark., 2005). Ön dislerin gerisine yerlestirilen bar yukari asagi oynatilarak siçanin 
kafatasinin üst yüzeyi sterotaksik tablaya paralel hale getirilmistir. Siçanin vücut 
sicakligi isitici bir tabaka ve rektal termostat kullanilarak 37.4oC’ta sabitlenmis ve 
cerrahi isleme hazir hale getirilmistir. Arka ayaklari pens ile sikistirmak suretiyle 
anestezinin derinligi kontrol edildikten sonra cerrahi isleme geçilmistir. 

Kafa derisi, yaklasik 1.5 cm kesi atilarak açilmistir. Doku kaziyicisi ile kuvvet 
uygulamadan kafatasi üzerindeki dokular kazinmak suretiyle temizlenmis ve 
kafatasi 15 dk bir lamba yardimiyla kurutulmustur. Kuruyan kafatasi üzerinde 
görsel olarak netlesen lambda ve bregma yapilari belirlenmistir. 

Ilgili bölgenin üzerindeki nokta iki boyutlu olarak hem ön-arka eksendeki yeri 
hem de yan eksenden uzakligi belirlenip isaretlenmistir. Motorlu bir delici ile 
kafatasinda belirlenen noktaya yaklasik 3 mm çapinda bir delik açilmistir. Beyin 
zari (duramater) steril bir igneyle delinmistir. Hazir hale getirilmis mikrodiyaliz 
probu deligin üzerine getirilmistir. Ilgili bölgenin derinligine kadar iki dk sürecek 
sekilde yavasça prob beyin dokusuna yerlestirilmistir. 

Bu islemler tamamlandiktan sonra mikrodiyaliz pompasi çalistirilip 1 µL.dk-1 
hizinda Ringer çözeltisi probdan geçirilmeye baslanmistir. Ilk iki saat içinde 
probdan geçir ilen diyaliz çözeltisi toplanmamis, beyin dokusunun kararli hale 
gelmesi beklenmistir. Siçan beyin dokusuna ya da damara yerlestirilen 
mikrodiyaliz problarinin ilk iki saat süresince cerrahi travmaya neden olduklari 
rapor edilmistir (Lange ve ark., 1997). Bu sürenin sonunda 40’ar dk sürelerle iki 
mikrodiyaliz örnegi toplanmistir. 

Örnekler 40C’ta CMA otomatik örnek toplayici ile 100 µL’lik kapakli 
polipropilen tüplere toplanmistir. Örnekler analize kadar –20oC’ta saklanmistir. 

Probun geri kazanimi 

Mikrodiyaliz probunun geri kazanimini belirleyebilmek için “Standart çözelti 
kullanilarak in vitro geri kazanim” (s.18) yöntemi kullanilmistir. Standart 
çözeltiler olarak 50, 100, 250 ng.mL-1 derisimlerinde Ringer çözeltisi içerisinde 
hazirlanan GABA ve histamin karisimlari kullanilmistir. 

Hazirlanan üç farkli derisimdeki karisimlar 37.4oC’ta su banyosuna 
yerlestirilmistir. Su banyosundaki standart çözeltilere prob daldirilip anlatilan in 
vivo mikrodiyaliz islemleri uygulanmistir. 1 µL.dk-1 diyalizat akis hizinda Ringer 
geçirilmistir. 2 saatin sonunda 40’ar dakikalik süreler boyunca 40 µL’lik iki örnek 
4oC’ta toplanmistir. Toplanan geri kazanim örnekleri analize kadar –20oC’ta 
saklanmistir. 

Örnekler analiz öncesi oda sicakligina getirilmistir. Türev çözeltilerinin 
hazirlanmasinda 30 µL örnek üzerine, 15 µL pH 9 100 mM borat tamponu ve 15 
µL 10 mM NBD-Cl çözeltileri eklenerek karistirilmistir. Türevler olusturulduktan 
sonra belirtilen kosullarda analizleri gerçeklestirilmistir. 
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Toplanan örneklerden ölçülen derisimler ile mikrodiyaliz prubunun daldirildigi 
standart çözeltilerin derisimleri oranlanip 100 ile çarpilarak % cinsinden geri 
kazanim hesaplanmistir. Farkli derisimlerde hesaplanan prob geri kazanimlarinin 
ortalamasi ve standart hatalari bulunmustur. 

Örneklerin analizi  

Denek siçanlardan toplanan mikrodiyaliz örnekleri oda sicakligina getirildikten 
sonra türev çözeltilerini hazirlamak için 30 µL örnek üzerine, 15 µL pH 9 100 
mM borat tamponu ve 15 µL 10 mM NBD-Cl çözeltileri eklenerek karistirilmistir. 
Türevler olusturulduktan sonra belirtilen kosullarda analizleri gerçeklestirilmistir. 

Örneklerden hesaplanan derisimlerden, kullanilan probun geri kazanim degeri 
kullanilarak dokudaki gerçek derisimler asagidaki formüle göre hesaplanmistir. 

100
%

×=
GK

ÖD
GD  

GD: Dokudaki gerçek derisim 
ÖD: Örneklerden ölçülen derisim 
% GK: Probun yüzde geri kazanimi 
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BULGULAR ve TARTISMA 

Kütle Spektrometrisi Parçalanmalari 

Bilesenlerin kütle parçalanmalari sürekli akis yöntemi ile belirlenmistir. Bir 
siringa pompa yardimiyla bilesenlerin 500 ng.mL-1 derisimdeki standart çözeltileri 
ayri ayri sürekli akis yöntemi ile dogrudan ESI yoluyla kütle analizörüne 
gönderilerek MS, MS2 ve MS3 sinyalleri kaydedilmistir. 

% 25 MeOH içeren 10 µM amonyum asetat çözeltisi vasatinda bilesenlerin 
sinyalleri sorunsuz kaydedilebilmistir. Analiz edilen çözeltilere MeOH ilave 
edilmesinin nedeni kütle analizörü öncesi ESI asamasinda sivi faza uçucu özellik 
kazandirmaktir. Böylelikle iyonlar sivi fazdan rahatlikla kurtularak elektriksel 
alanda kütle analizörüne dogru uçurulabilmektedir. Amonyum asetat ilavesi ile 
ortamda iyonik siddet olusturmak, böylelikle bilesenin iyonlasmasini 
kolaylastirmak amaçlanmistir.  

Ortamda iyonik siddet olusturmak için amonyum asetatin seçilmesinin bir baska 
nedeni amonyum asetat tamponun uçucu özellik göstermesidir. Böylelikle 
tamponun ESI odasinda kristal olusturup yüzeyleri kaplayarak yüzeylerde 
uygulanan elektriksel kuvvetleri degistirmesini engellemektir. Ortamda iyon 
olusturmak için uçucu bir asit ya da bazin kullanilmamasinin nedeni, bilesenlerin 
ayni vasat kullanilarak hem arti hem de eksi iyonlasabilme kabiliyetlerinin 
incelenmesidir. Eger iyon olusturmak için uçucu bir asit kullanilirsa ortamdaki 
proton siddetinden dolayi bilesenlerin eksi yük tasiyan gruplari kapanacak ve eksi 
iyonlasabilme özellikleri azalacaktir. Uçucu bir baz kullanilmamasinin nedeni ise, 
bilesenlerin arti iyonlasma özelliginin ortamdaki OH- iyonlarinin arti gruplara 
baglanmasi sonucu baskilanacak olmasidir. Amonyum asetatin ortama hem H+ 
hem de OH- sunmasi sonucu bilesenler arti ve eksi iyonlasabilmistir.  

MeOH ve amonyum asetat ile ilgili derisim taramasi yapilmamasinin nedeni 
öngörülen derisimlerde ilgili bilesenlerin kütle ve parçalanma sinyallerinin 
sorunsuz olarak elde edilmis olmasidir. Asil vasat içerigi incelenmesi 
kromatografik ayirim çalismalari asamasinda ele alinmistir.  

Incelenen nörotransmitter’lerin kütle sinyalleri 50-300 m/z araliginda taranmistir. 
Bu aralik, incelenen nörotransmitter’lerin mol kütlelerini kapsamaktadir. 
Bilesenlerin MS öncü iyon m/z’leri belirlendikten sonra SRM islemi ile öncü 
iyonlar 2 m/z araliginda izole edilip 1.0 V parçalama enerjisi ile MS2 parçalari 
olusturulmustur. Belirlenen MS2 parçalari MS3 için ayri ayri öncü iyon 
belirlenerek 2 m/z araliginda izole edildik ten sonra 1.0 V parçalama enerjisi ile 
tekrar parçalanmistir. Kararli parçalanma sinyalleri elde edilemedigi durumlarda 
uygulanan parçalama enerjisinin az ya da fazla oldugu düsünülmüs, parçalama 
enerjisi degistirilerek kararli sinyaller elde edilmeye çalisilmistir. 

ESI odaciginda iyon tuzagina kadar iyonlarin uçuruldugu (cam kilcal ve iyon 
optikleri) kisimlara uygulanan elektriksel kuvvetler incelenen bilesenin molekül 
kütlesinin yazilima girilmesi suretiyle, yazilim tarafindan en uygun degerlere 
getirilmistir. 
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GABA ve L-GLU bilesenleri ESI eksi iyonlasabilmelerine ragmen arti iyon 
siddetlerinin daha fazla olmasi nedeniyle molekül parçalanmalari arti 
iyonlastirilarak incelenmistir. 

Böylelikle elde edilen ana kütle m/z sinyalleri ile MS2 ve MS3 parçalarinin m/z 
sinyalleri ve sinyallerden çikarilan ana molekül parçalarinin molekül formülleri 
sekillerde verilen kütle spektrumlarinda gösterilmektedir. 

Histamin molekülü tasidigi primer amin grubu üzerine ESI esnasinda ortamdan 
bir H+ alarak arti iyonlasmistir. Bu nedenle histaminin gerçek kütlesi olan 111 
g.mol-1 den bir proton fazla m/z sinyali gözlenmektedir. Kilcal girisine uygulanan 
–3500 V elektriksel kuvvet ile iyonlar iyon tuzagina dogru hizlandirilmistir. Iyon 
tuzaginda kütle ayirimi ve kütle parçalanmalari gerçeklestirilmistir. 

MS2 kütle parçalanmasi bilesenin görece zayif primer amin gurubunun kopmasi 
ile gerçeklesmistir. Primer amin grubunun ana molekülden kopmasi sonucu 
olusan 95.1 m/z sinyaline ait molekül Sekil 10’da gösterilmektedir.  

MS2 parçalanma kütlesi 95.1 m/z’den MS3 parçalanma kütlesi elde edilememistir. 
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GABA molekülü de histamin molekülü gibi tasidigi primer amin grubu üzerine 
ESI esnasinda ortamdan bir H+ alarak arti iyonlasmistir. Bu nedenle GABA’nin 
gerçek kütlesi olan 103 g.mol-1’den bir proton fazla 104 m/z sinyali 
gözlenmektedir. Kilcal girisine uygulanan –3500 V elektriksel kuvvet ile iyonlar 
iyon tuzagina dogru hizlandirilmistir. Iyon tuzaginda kütle ayirimi ve kütle 
parçalanmalari gerçeklestirilmistir. 

MS2 kütle parçalanmasi bilesenin göreceli olarak zayif primer amin grubunun 
kopmasi ile gerçeklesmistir. Primer amin grubunun ana molekülden kopmasi 
sonucu olusan 87.2 m/z sinyaline ait molekül Sekil 11’de gösterilmektedir.  

MS2 parçalanma kütlesi 87.2 m/z’den MS3 parçalanma kütlesi elde edilememistir. 
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L-Glutamat bileseninin MS2 ve MS3 parçalanma ürünleri elde edilmis olmasina 
karsin bu ürünlerin molekül yapilari hakkinda kaynaklarda bulgu bulunamamis ve 
parçalanma ürünleri yorumlanamamistir (Sekil 12). MS2 parçasindaki 18 m/z’lik 
azalma bilesenin su molekülü kaybettigini ifade etmektedir. 
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Sekil 12. L-Glutamatin (A) MS 147 m/z, (B) MS 2 130 m/z ve (C) MS 3 84 m/z Spektrumlari 
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ACh molekülü kendi kimyasal yapisinda + yüklü kuarterner amin grubuna sahip 
oldugundan üzerine proton alarak iyonlasmamistir. Bu nedenle ACh molekülünün 
mol kütlesinin ve MS sinyalinin ayni deger 146 m/z oldugu görülmüstür (Sekil 
13). Taranan kaynaklarda ACh bilesenin iyonik yapisindan dolayi iyon degistirme 
kromatografisi ile ayrildigi belirtilmektedir (Huang ve ark., 1995). Bu nedenle 
ACh’in MS spektrumlarindan elde edilen bulgular bahsedilen kaynaklari destekler 
niteliktedir. 
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Sekil 13. Asetilkolinin (A) MS 146 m/z ve (B) MS 2 87.2 m/z Spektrumlari 
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Dopamin bileseninin de, Sekil 14’de görüldügü gibi, tasidigi primer amin grubu 
üzerine proton alarak arti iyonlastigi tespit edilmistir. MS parçalanmalari GABA 
ve histamin bilesenlerinde oldugu gibi primer amin grubundan baslamistir. Farkli 
olarak dopamin bilesiginin primer amin grubunun GABA ve histamininkinden 
çok daha kararsiz oldugu moleküle herhangi bir parçalama enerjisi uygulanmadan 
ESI esnasinda primer amin grubunun kopmasindan anlasilmaktadir. Bu nedenle 
dopamin bilesiginin MS sinyallerinde primer amin grubunun kopmasiyla olusan 
137 m/z’lik kütle sinyali görülmektedir. 
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Sekil 14. Dopaminin (A) MS 154 m/z,  (B) MS 2 137 m/z ve (C) MS 3 119 ve 91.1 m/z 
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Epinefrin bilesiginin MS spektrumunda ESI esnasinda olusan ana kütle sinyali ile 
OH- grubunun kopmasi ile olusan parçasinin sinyalinin olusmasi, bilesenin 
kararliliginin düsük oldugunu göstermektedir (Sekil 15). 
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Sekil 15. Epinefrinin (A) MS 184 ve 166 m/z, (B) MS 2 166 m/z ve (C) MS 3 135 m/z 
Spektrumlari 
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Norepinefrin bilesiginin MS spektrumunda (Sekil 16), ESI esnasinda olusan ana 
kütle sinyali ile OH- grubunun kopmasi ile olusan parçasinin sinyalinin olusmasi 
bilesenin kararliliginin düsük oldugunu göstermektedir. 
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Sekil 16. Norepinefrinin (A) MS, (B) MS 2 ve (C) MS 3 Spektrumlari 
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DOPAC bileseni incelenen diger nörotransmitter’ler gibi arti polaritede 
iyonlastirilamamistir. Bunun nedeni bilesenin proton alabilecek primer amin 
grubu gibi bir grubunun olmamasidir. Sekil 17’de görüldügü gibi, DOPAC 
bileseni karboksil grubundan bir H+ vererek eksi polaritede iyonlastirilmistir. Bu 
nedenle molekül kütlesi 168 olmasina ragmen kütle analizörüne bir H+ 
kaybederek girdigi için 167 m/z’lik sinyal vermektedir. 

ESI esnasinda karboksil grubunun kopmasiyla olusan 123 m/z parçalanma ürünü, 
bilesenin kararliliginin düsük oldugunu göstermektedir. 
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Sekil 17. 3,4-Dihidroksifenilasetik Asitin Eksi Iyonlastirma ile Elde Edilmis MS 167.3 m/z 
Spektrumu ve 123.4 m/z Parçalanma Ürünü 

 

MS parçalanmalari incelenen nörotransmitter’lerden elde edilen ana kütlelerin ve 
parçalanma ürünlerinin sinyalleri Çizelge 4’te verilmektedir. 

 
Çizelge 4. Bilesenlerin Kütle Parçalanmalari 

Bilesen Mol. Kütlesi MS (m/z) MS2 (m/z) MS3 (m/z) 

Histamin 111 112 95.1 -- 

DOPAC1 168 167.3, 123.4  -- -- 

GABA 103 104.3 87.3 -- 

L-Glu 147 148.2 130.1 84.3 

ACh 145 146 87.2 -- 

Dopamin 153 154, 137 137 119 

Epinefrin 183 184, 166 166 135, 107 

Norepinefrin 169 170,152 152 135, 107 

                                                 
1 ESI ile eksi iyonlastirilmistir 
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Nörotransmitterlerin Sivi Kromatografisi - Kütle Spektrometresi ile Ayirim 
ve Saptama Denemeleri 

Nörotransmitterlerin oldukça polar yapida moleküller olmalari nedeniyle 
geleneksel ters faz sivi kromatografisi kolonlari ile ayirimlari 
gerçeklestirilememektedir. Geleneksel HPLC çalismalarinda polar bilesikler için 
uygulanan iyon çifti yönteminin MS sinyallerini örttügü, bu nedenle beyindeki 
bazal derisimlerinin LC-MS ile analiz edilemedigi de kaynaklarda belirtilmektedir 
(Törnkvist ve ark., 2004).  

Bu nedenle çalismanin basinda, bazik pH’da hareketli faz içerisinde, amin grubu 
tasiyan bazik bilesenlerin, Handerson-Hasselbach esitligine göre nonpolar 
özelliklerini arttirilarak ters faz kromatografi kolonunda alikonmasinin saglanmasi 
ile ilgili denemeler yapilmistir. Bu amaç dogrultusunda, genis pH araliklarinda 
kararli Zorbax C18 Extend kolon (2.1x150 mm, 3.5 µm) kullanilmistir. % 0.1 
amonyak içeren su ve ACN hareketli fazlari hazirlanmis ve gradient kosullardaki 
elüsyon ile bilesenlerin kütle sinyalleri elde edilmeye çalisilmis, fakat bilesenlerin 
sinyalleri kaydedilememistir. Bu durumun bilesenlerin kolondan tutulmadan 
solvent front’la birlikte çikmasi ya da bazik ortamda ESI ile iyonlasmadiklarindan 
kaynaklanabilecegi düsünülmüstür. 

Çalismanin devaminda, polar maddelerin ayrilmasi için iyon çifti kimyasallarini 
kullanmadan alikoymak amaciyla gelistirilmis olan yeni ters faz kolonlari ile 
denemeler yapilmistir. Zorbax C16 (2.1x100 mm) amit kolon ile % 0.1 asetik asit 
içeren ACN-saf su hareketli faz karisimlari ve sadece % 0.1 asetik asit içeren sulu 
hareketli fazlar bu amaçla kullanilmis fakat ayirim saglanamamistir. 

% 100 sulu hareketli fazlarda çalisabilen Zorbax C18 (2.1x100 mm) Aqua kolonu 
ile % 0.1 asetik asit-su hareketli fazinda az da olsa dopamin, GABA, L-GLU ve 
histamin bilesenleri kütle analizörünün de yardimiyla birbirlerinden ayrilmistir. 
Fakat mikrodiyaliz örneklerinin vasati olan Ringer çözeltisi ile standart çözeltiler 
hazirlandiginda elde edilen sinyaller kaybolmustur. Bunun nedeni olarak 
bilesenlerin solvent front’tan yeterince ayrilamadiklari için Ringer çözeltisinin 
içerdigi iyonlar tarafindan ESI asamasinda baskilandiklari ve iyon analizörüne 
ulasamadiklari düsünülmektedir. 

Sekil 18’de bilesenlerin 500 ng.mL-1 derisimde sulu ortamdaki karisim 
çözeltilerinin analizi gösterilmektedir. Görüldügü üzere bilesenler kromatografik 
olarak birbirlerinden tam ayrilmamis olsalar da kütle analizörü yardimiyla 
bilesenlerin m/z’lerine göre ayrilmasi saglanarak her bir bilesen için bir pik 
olusturulmustur. Dopamin için EIC MS 154 m/z, GABA için EIC MS 104 m/z, L-
GLU için EIC MS 148 m/z, histamin için EIC MS 112 m/z sinyalleri 
kullanilmistir. 

Sekil 19’da ayni derisimlerde, Ringer çözeltisi ile hazirlanan standart karisimin 
analizinde, Ringer çözeltisi iyonlarinin bilesenlerin kütle sinyallerini baskilamasi 
gösterilmektedir.  

 

 

 



 43

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0Time [min]
0

2000

4000

6000

8000

Intens.

 
Sekil 18. Zorbax C18 (2.1 x 100mm) Aqua Kolonda Su Içerisinde Hazirlanmis 500 ng.mL-1 
Derisiminde Bilesenlerin Sinyalleri 
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Sekil 19. Zorbax C18 (2.1 x 100mm) Aqua Kolonda Ringer Çözeltisi Içerisinde Hazirlanmis 
500 ng.mL-1 Derisiminde Bilesenlerin Sinyalleri 

 

Öngörülen çalismalarda sonuç alinamamis ve çalismanin geri kalaninda 
bilesenlerden uygun olanlarin türevlendirilerek apolar hale getirilmesine karar 
verilmistir. 
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Song ve ark. (2005)’nin GABA’nin NBD-F ile türevlendirilmesi sonucu LC-MS 
ile yaptiklari çalisma temel alinarak incelenen nörotransmitterler arasindan 
primer amin grubu tasiyan ve türevlenmeye uygun olanlar ile türevlendirme 
çalismalari yapilmistir. 

Nörotransmitterlerin türevlendirililerek analizleri 

NBD-Cl primer amin grubu tasiyan bilesiklerle reaksiyona girerek olusan ürüne  
floresan özellik kazandiran bir moleküldür. NBD-Cl ile türevlendirme genellikle 
bazik pH’larda 20 dk 65oC sicaklikta gerçeklesmektedir. Olusan türevin isiga 
karsi kararliliginin düsük olmasi nedeniyle türev isleminin karanlikta 
gerçeklesmesi gerektigi ve türev sonrasi olusan türev bilesiginin de isiktan 
korunmasi gerekliligi önceki çalismalarda rapor edilmistir (Song ve ark., 2005). 

Tez çalismasinda türevlendirme isleminin uygulanmasindaki amaç, bilesiklere 
floresan özellik kazandirmak degildir. Türev isleminde temel amaç, C18 kolonda 
alikonmayan polar bilesenlere apolar özellik kazandirarak kolon içerisinde 
alikonmayi artirmaktir. Bununla birlikte, türevlenen molekülün büyüklügünün ve 
MS sinyallerinin siddetinin de arttigi rapor edilmektedir (Song ve ark., 2005). 

NBD-Cl molekülünün primer amin grubu tasiyan bilesenler ile olusturdugu türev 
Sekil 20’de gösterilmektedir. NBD-Cl bilesiginin bilesenlerdeki primer amin 
grubuna baglanarak polar grubu kapattigi ve daha büyük bir molekül olusturarak 
bilesenin apolar özelligini arttirdigi görülmektedir. 
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Sekil 20. 4-Kloro-7-Nitro-2,1,3-Benzoksadiyazol Molekülü ve Primer Aminli Moleküller ile 
Reaksiyonu 

 

Türevlendirme islemi, incelenen nörotransmitter’ler arasinda primer amin grubu 
tasiyan L-GLU, GABA, histamin, dopamin ve norepinefrin bilesenlerine 
uygulanmistir. 

Daha sonra ayrintili olarak açiklanacak olan türev bilesenlerinin analizlerinden 
elde edilen sonuçlarda LC-MS ile histamin ve GABA için türev sinyalleri 
saptanabilmistir. 

Çizelge 5’te sinyalleri belirlenen GABA-NBD ve histaminin-NBD türev kütleleri 
ve türevlendirme islemi sonucu olusan olusan ürünlerin açik kimyasal yapilari 
verilmektedir.  
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Çizelge 5. ?-Amino Bütirik Asit ve Histaminin Türev Bilesenleri 

Olusan Türev Türevin Formülü Türevin Kütlesi 
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Türevlerin sivi kromatografisi - kütle spektrometresi sinyallerinin belirlenmesi 

Seçilen nörotransmitter’ler arasinda primer amin grubu tasiyan GABA, L-GLU, 
histamin, dopamin ve norepinefrin, NBD-Cl ile pH 9.0 borat tamponunda 
türevlendirilmistir.  

Yöntemler bölümünde belirtildigi gibi, LC-MS sinyallerinin ve olusan türev 
kütlelerinin belirlenmesi çalismalarinda % 0.1 asetik asit içeren saf sudan olusan 
A hareketli fazi ve % 0.1 asetik asit içeren ACN den ibaret B hareketli fazindan 
olusan ikili gradient hareketli faz sistemi kullanilmistir. 

Gradient sistem 0-20 dk arasi B hareketli fazi % 0’dan % 50’ye dogrusal olarak 
arttirilmis, 20-25 dk arasinda % 50 B hareketli fazi akitilmis, 25-28 dk arasinda B 
hareketli fazi % 0’a dogrusal olarak azaltilmis ve 28-35 dk arasinda ise % 100 A 
hareketli fazi geçirilmistir. Hareketli fazin akis hizi 0.2 mL.dk-1 olarak 
uygulanmistir. Genis zamanli bir gradient sistem olusturulmasindaki amaç, 
türevlendirme sirasinda türev ajaninin olusturdugu diger bilesenler ile GABA ve 
Histamin türevlerinin girisim yapmasini engellemektir. Kolon olarak C18 
(100x2.1 mm) Zorbax Aqua kolon kullanilmistir. Örneklerin kolona 
enjeksiyonunda 10 µL hacim seçilmistir. Bunun nedeni, 100x2.1 mm ebatlarinda 
düsük iç hacimli kolon kullanildigi için kolonun örnek ile asiri yüklenmesini 
önlemektir. 

Türev bilesenlerinin sürekli akis yöntemi ile kütleleri ve parçalanma ürünleri 
belirlenememistir. Bunun nedeni, türev vasati içerisinde türevlendirme islemi 
sirasinda olusan diger bilesenlerin, istenen bilesenin sinyalini baskilamalari olarak 
yorumlanmistir. Bu yüzden olusan türev bilesenlerinin kütle sinyalleri ve MS2 
parçalanmalari kromatografik ayirim asamasinda incelenmistir. 

GABA ve histamin çözeltilerinin kromatogramlarinda bos örnege göre anlamli bir 
farklilik görülmüstür. L-GLU, dopamin ve norepinefrinin kromatogramlari bos 
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örnegin kromatogramindan farklilasmamistir. Bunun nedeninin daha önce yapilan 
MS parçalanmalari çalismalarindan da tespit edildigi üzere bilesiklerin amin 
gruplarinin kararli olmamasi ve türev islemi sirasinda kopmasi oldugu 
düsünülmektedir. 

Sekil 21’deki kromatogramda Ringer çözeltisinin türevlendirilmesiyle hazirlanan 
(bos) örnegin kromatogrami sunulmaktadir. Kromatogramda herhangi bir baskin 
MS EIC 267 m/z sinyallerinden olusan bir pik görülmemektedir. Sekil 22’de ise 
125, 250, 500 ng.mL-1 derisimlerde hazirlanmis üç adet türevlenmis GABA 
örnegi için MS EIC 267 m/z sinyallerinde artan yükseklik ve alanlarda pikler 
görülmektedir. 
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Sekil 21. Türev Islemi Uygulanmis Ringer Çözeltisinin 267 m/z Ana Kütle Kromatogrami 

 

0 5 10 15 20 25 30 Time [min]
0

2000

4000

6000

8000

Intens.

0 5 10 15 20 25 30 Time [min]
0

2000

4000

6000

8000

Intens.

0 5 10 15 20 25 30 Time [min]
0

2000

4000

6000

8000

Intens.

0 5 10 15 20 25 30 Time [min]
0

2000

4000

6000

8000

Intens.

 

Sekil 22. ?-Amino Bütirik Asitin Artan Derisimlerde 267 m/z Ana Kütle Kromatogrami 
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Sekil 23’te kromatogramda Ringer çözeltisinin türevlendirilmesiyle hazirlanan 
(bos) örnegin kromatogrami sunulmaktadir. Kromatogramda herhangi bir baskin 
MS EIC 275 m/z sinyallerinden olusan bir pik görülmemektedir. Sekil 24’de ise 
125, 250, 500 ng.mL-1 derisimlerde hazirlanmis üç adet türevlenmis histamin 
örneginin MS EIC 275 m/z sinyallerinde artan yükseklik ve alanlarda pikler 
görülmektedir.
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Sekil 23. Türev Islemi Uygulanmis Ringer Çözeltisinin 275 m/z Ana Kütle Kromatogrami 
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Sekil 24. Histaminin Artan Derisimlerde 275 m/z Ana Kütle Kromatogrami 
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Bos çözeltilerin hazirlanmasinda, GABA ve histaminin stok çözeltilerinden ilgili 
seyreltmelerin yapilmasinda kullanilan Ringer çözeltisi kullanilmistir. Bunun 
nedeni, analizi hedeflenen mikrodiyaliz örneklerinin Ringer çözeltisi ile 
toplanacak olmasi ve analizin bu matriksten etkilenmediginin gösterilmesidir. 

LC-MS türev sinyalleri farklilasan nörotransmitter’lerin, GABA ve histaminin, 
kolonda alikonma zamanlari, GABA için 17-18 dk, histamin için ise 11-12 dk 
olarak belirlenmistir. 

Belirlenen alikonma zamanlari kullanilarak, türevlenmis GABA ve histamin 
bilesenlerinin MS ve MS2 spektrumlari elde edilmistir. 

Türev bilesenlerinin MS ve MS2 spektrumlari çalismanin basinda nörotransmitter 
parçalanmalari için yapilan incelemelerdeki gibi sürekli akis yöntemiyle 
denenmis, fakat istenen sinyaller elde edilememistir. Bunun nedeni türev 
ortaminda kullanilan 100 mM borat ve 10 mM NBD-Cl bilesenlerinin türev 
bilesenlerinin sinyallerini baskilamasi olarak yorumlanmistir. Kromatografik 
olarak türev vasatinda bulunan diger bilesenlerden ayrilan GABA-NBD ve 
histamin-NBD türevleri kendilerine ait alikonma zamaninda ESI odacigina saf 
olarak girmislerdir. Bu kosullarda ESI odaciginda bilesenlerin iyonlasmasini 
baskilayacak herhangi bir iyon kaynagi olmadigindan arti iyonlasarak, sürekli akis 
yönteminin aksine iyon tuzagi kütle analizörüne ulasabilmislerdir. 

Alikonma zamanlari esas alinarak GABA ve histamin için elde edilen MS 
spektrumlari ve iyonlasan türev molekülleri Sekil 25 ve 26’da gösterilmektedir.  
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Sekil 26. Histaminin Kütle Spektrumu 275.2 m/z Ana Sinyali 

 

Türevlendirme islemi ile GABA ve histamin türevleri için basarili sonuçlar elde 
edildigine ve olusan türevlerin LC-MS sinyallerinin saptanabildigine karar 
verilmistir.  

Türev ortaminin pH’sinin taranmasi 

Daha önce belirtildigi gibi, NBD-Cl ile yapilan türevlendirme isleminde, türev 
ortaminin pH’si ile türev olusumu reaksiyonu degisebilir. Bu nedenle çalismanin 
bu bölümünde, ortam pH’sinin olusan türev sinyaline etkisi incelenerek 
türevlendirilecek bilesenlerin olusumu için en uygun pH’nin belirlenmesi 
amaçlanmistir. 

100 mM derisiminde pH’lari 6, 7, 8, 9 olacak sekilde ayarlanmis tampon 
çözeltiler ile GABA-NBD ve histamin-NBD türevleri olusturulmustur. 
Olusturulan türevler belirlenen kromatografik ve MS kosullarinda analiz 
edilmistir. Analiz sonuçlari degerlendirilirken, GABA için MS EIC 267 m/z, 
histamin için MS EIC 275 m/z sinyallerinden elde edilen piklerin alanlari 
kullanilmistir. Ortamin pH’ina göre pik alan degisimleri Sekil 27’de 
gösterilmektedir. 

Sekil 27’de sunulan grafikte pH 6’da GABA ve histamin bilesenlerinin NBD-Cl 
ile türevlenmedigi görülmektedir. Histamin bilesiginin pH 8 fosfat tamponu ile 
yapilan türevlendirme isleminde en büyük türev sinyalini ürettigi, pH 9 borat 
tamponunun kullanildigi türevlendirme ortaminda türev sinyalinin azaldigi 
görülmektedir. Zhang ve ark. (2005), yaptiklari çalismada histaminin NBD-Cl ile 
türevlendirilmesinde pH 7-8’in daha uygun oldugunu belirtmektedir. Sekil 27’den 
elde edilen bilgiler bu bilgi ile uyumlu bulunmustur. 

GABA bilesiginin türev sinyali ise pH 9 borat tamponu ile tamponlanmis türev 
ortaminda en büyük oldugu görülmektedir. Song ve ark. (2005)’nin yaptigi 
çalisma sonuçlari bu bilgiyi dogrulamaktadir. 
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Çalismanin geri kalaninda GABA ve histamin türevlerinin ortak olarak en fazla 
LC-MS sinyalini verdikleri 100 mM, pH 9 borat tamponunun kullanilmasina karar 
verilmistir. 
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Sekil 27. Türev Ortaminin pH’sinin Olusan Türev Bilesenlerin Pik Alanlarina Etkisi 

 

Kromatogramlari olusturmak için uygun sinyallerin seçimi 

LC-MS ile yapilan miktar tayinlerinde, diger nicel analitik kimya yöntemlerinde 
oldugu gibi, derisim ile analizi hedeflenen bilesenden elde edilen iyonlarin 
sinyalleri arasinda bir iliski kurulmaktadir. LC-MS çalismalarinda bilesenlerin ana 
kütle iyonlari ya da parçalama islemleriyle olusturulan parça iyonlari arasindan 
seçim/seçimler yapilabilmektedir. Yapilan bu seçimler elde edilen sinyalleri 
etkilemektedir. Dolayisiyla bu seçimler sonucunda ayni analize ait farkli 
kromatogramlar olusturulabilmektedir. Bu kromatogramlar arasindan hedeflenen 
miktar tayinine en uygun olaninin belirlenmesi gerekmektedir. 

LC-MS analizlerinde kullanilan kütle analizörleri miktar tayini amaciyla seçilecek 
kromatogramlarda belirleyici olmaktadir. 

Dört çubuklu ya da TOF kütle analizörleri iyonlasan bilesenleri parçalama 
özelliklerinin olmamasindan dolayi sadece ana kütle MS sinyalleri ya da 
iyonlastirma odaciginda olusan bilesen parçalari ile kromatogram 
olusturabilmektedirler.  

Tandem ve iyon tuzagi kütle analizörleri istenen ana kütleleri diger kütlelerden 
ayirip parçalayabilmekte dolayisiyla diger analizörlere göre daha fazla 
kromatogram seçenegi sunmaktadirlar. 

LC-MS çalismalarinda analiz yönteminin hassasiyeti, LOQ degeri, bilesenlerin 
iyonlasabilme özelligine ve elde dilen sinyalin ne kadar seçici olduguna baglidir. 
Düsük derisimlerdeki bilesenlerin analizinde ana kütle sinyallerinin kullanilmasi 
göreceli olarak çok seçici olmamaktadir. Analiz ortaminda ayni kütle sinyalini 
farkli bilesenlerde verebilmektedir. Dolayisiyla kromatogramin gürültüsü 
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artmakta ve analizi hedeflenen bilesenin sinyali, gürültüyle karisabilmektedir. Bu 
durumda analizin hassasiyeti azalmakta ve LOQ derisimi yükselmektedir. 

LC-MS analizlerinde ne kadar bilesene özgü sinyaller seçilirse yöntemin 
hassasiyeti o denli artmaktadir. Bilesene özgü daha seçici sinyallerle 
kromatogramlar olusturmak baseline gürültüsünü azaltmakta ve LOQ derisimini 
düsürmektedir. 

Genel olarak ana kütle sinyal siddetleri parçalanma ürünlerinin sinyal 
siddetlerinden daha büyüktür. Fakat kararli parçalanma ürünleri kullanildiginda 
bilesenin sinyali azalsa da baseline gürültüsü yaklasik 10 kat daha fazla 
azalmaktadir. Dolayisiyla bilesen sinyalinin azalmasina karsin S/N degeri 
artmakta ve bu da analiz hassasiyetini arttirmaktadir. 

Bu açiklamalar dogrultusunda, bilesenlerin ana kütlelerinden elde edilen kararli 
parçalanma sinyalleri, ana kütle sinyallerinden daha seçici olmaktadir (Hoffman 
ve Stroobant, 2001b). 

Çalismada kullanilan iyon tuzagi kütle analizörü ana kütle sinyalleri ya da 
parçalanma sinyalleri arasindan uygun olan/olanlar arasinda seçim yapma olanagi 
tanimaktadir. 

Bu nedenlerden dolayi, çalismanin bu asamasinda MS ana kütle sinyalleri 
belirlenmis GABA ve histamin türevlerinin MS2 parçalanmalari incelenecektir. 
Miktar tayinine geçilmeden önce incelenen sinyallerden en uygun olanlari 
belirlenecektir. Uygun sinyaller belirlendikten sonra tüm analizlerde 
kromatogramlar seçilen kütle sinyalleri ile olusturulacaktir. 

Türev bilesenlerinin kütle parçalanmalarinin belirlenmesi 

GABA ve histaminin türev bilesenlerinin MS2 parçalanmasi SRM çalismalariyla 
belirlenmistir. Çalismanin bu bölümünde 500 ng.mL-1 derisimde GABA ve 
histamin karisim çözeltileri, NBD-Cl ile türevlendirilerek LC-MS analizleri 
gerçeklestirilmistir. SRM çalismasinda bilesenlerin alikonma zamanlari 
kullanilarak analiz içerisinde dört bölüm olusturulmustur.  

Birinci bölüm olan 0-8 dk araliginda, kolondan çikan sinyaller ile 
ilgilenilmediginden bu süre boyunca kolondan gelen elüsyon ESI odacigina 
gönderilmemistir. Bu islemle ESI odaciginin gereksiz kirlenmesi engellenmistir.  

Ikinci bölüm olan 8–16 dk araligi, histaminin kolondan çiktigi bölümü 
kapsamaktadir. Histaminin alikonma zamani 10.5 dk olarak gözlenmistir. Bu 
bölümde iyonlarin ESI odacigindan kütle analizörüne kadar uçuruldugu cam 
kilcal ve iyon optikleri bölümlerine uygulanan tüm elektriksel parametreler 275 
m/z’ye göre cihazin yazilimi tarafindan ayarlanmistir. Ayrica ikinci bölümde 
SRM ana kütlesi olarak 275 m/z belirlenmis ve 4 m/z’lik kütle piki genisliginde 
bir kütle araligi MS2’ye tabi tutulmustur. 275 m/z kütlesini parçalamak için 1.1 V 
parçalama enerjisi kullanilmistir.  

Kromatogramin üçüncü bölümü GABA’nin kolondan çiktigi bölüm olan 16–21 
dk araligini kapsamaktadir. GABA’nin alikonma zamani 17.5 dk olarak elde 
edilmistir. Bu bölümde iyonlarin ESI odacigindan kütle analizörüne kadar 
uçuruldugu cam kilcal ve iyon optikleri bölümlerine uygulanan tüm elektriksel 
parametreler 267 m/z’ye göre cihazin yazilimi tarafindan ayarlanmistir. Üçüncü 
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bölümde SRM ana kütlesi olarak 267 m/z belirlenmis ve 4 m/z’lik kütle piki 
genisliginde bir kütle araligi MS2’ye tabi tutulmustur. 267 m/z kütlesini 
parçalamak için 1.0 V parçalama enerjisi kullanilmistir.  

Dördüncü bölüm ise 21-35 dk arasidir. Bu bölümde ilgilenilen sinyal 
olmadigindan ESI odacigini kirletmemek için kolondan gelen elüsyon ESI 
odacigina gönderilmemistir. 

GABA türev bileseninin MS2 parçalanmasi için uygulanan 1.0 V parçalama 
enerjisi kararli bir MS2 kütlesi olusturmustur. Fakat histamin için uygulanan 1.0 V 
parçalama enerjisi ile kararli bir MS2 ve yüksek detektör sinyaline sahip 
parçalanma kütlesi olusturulamamistir. Histamin türevinin ana kütlesinden (275 
m/z) kararli ve yüksek detektör sinyaline sahip MS2 parçalanma kütlesi 
koparabilmek için parçalama enerjisi arttirilmistir. Uygulanan 1.1 V parçalama 
enerjisi ile kararli fakat düsük detektör sinyaline sahip MS2 parçalanma ürünleri 
elde edilebilmistir. 

GABA türev bilesigi için elde edilen MS2 spektrumu Sekil 28’de sunulmaktadir. 
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Sekil 28. ?-Amino Bütirik Asit Türev Bilesiginin Kütle Spektrumu 249 m/z Parçalanma 
Ürünü 

 

Sekil 28’de GABA türev bilesenin 267 m/z MS kütlesinden, 1.0 V parçalama 
enerjisi uygulandiktan sonra bir su molekülü koparilarak ve 267 –18 = 249 m/z’lik 
MS2 kütle sinyalinin elde edildigi görülmektedir. Elde edilen 249 m/z kütlesinin 
kararli ve yüksek detektör sinyali verdigi tespit edilmistir. 

Yapilan çalismada GABA türevinden elde edilen 249 m/z MS2 parçalanmasi Song 
ve ark. (2005)’nin yaptigi çalismada da belirtilmektedir. 

Çalismanin geri kalaninda GABA türev bilesigi için 267 m/z’lik kütlesinin 
parçalanmasiyla olusturulan 249 m/z sinyali kullanilarak olusturulan 
kromatogram degerlendirilmistir. 

267 m/z kütlesinin izolasyonu, parçalanmasi ve 249 m/z MS2 kütle sinyalinin 
görüntülenmesi sadece GABA’nin kolonu terk ettigi 16-22 dk araliginda 
gerçeklestirilmistir. 
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Histamin türevi için elde edilen MS2 spektrumu Sekil 29’da sunulmaktadir. 
+MS2(275.0), 10.6-11.2min (#294-#308), Background Subtracted
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Sekil 29. Histamin Türev Bilesiginin Kütle Spektrumu 95.2, 258 m/z Parçalanma Ürünleri ve 
Parçalanmayan 275 m/z’lik Ana Kütle Sinyali 

 

Sekil 29’daki histamin türev bilesiginin MS2 kütle spektrumunda 95.2 m/z ve 258 
m/z’lik parçalanma ürünlerinin detektör sinyallerinin düsük oldugu görülmektedir. 
Bu nedenle histamin için 275 m/z ana kütlenin sinyalinin kullanilmasina karar 
verilmistir.  

Çalismanin geri kalaninda histamin türevinin analizi için histaminin kolonu terk 
ettigi zaman araliginda MS2 parçalanmasi uygulanmamistir. Histaminin türev 
bilesiginin nitel analizi için 275 m/z MS sinyalleri kullanilarak 8-16 dk arasinda 
olusturulan kromatogram kullanilmistir. 

Sekil 30 ve Sekil 31’de görülen dikey kesikli çizgiler analiz suresince uygulanan 
farkli MS parametrelerinin bölümlerini ifade etmektedir. 

Sekil 30’da Ringer çözeltisinin türevlendirilmesiyle olusan bos örnegin belirlenen 
sinyallerle olusturulmus kromatogrami sunulmaktadir. 

Sekil 31’de GABA ve histamin türevlerinin artan derisimlerde belirlenen 
sinyallerde görüntülenen kromatogrami sunulmaktadir. 

Olusturulan kromatografik ve MS kosullarinda GABA ve histaminin türev 
bilesenleri ile matriksin herhangi bir girisim yapmadigi Sekil 30 ve Sekil 31’deki 
kromatogramlarda görülmektedir. 
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Sekil 30. Kantitatif Analiz Için Belirlenen Sinyaller ile Bos Ringer Kromatogrami  
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Sekil 31. Artan Derisimlerde Histamin ve ?-amino bütirik asit Türev Çözeltilerinin 
Kromatogrami 

 

Sekil 31’de histaminin kararli ve yüksek detektör sinyalli parçalanma kütlesi 
olmadigi için, histamin sinyalinin GABA sinyalleri ile karsilastirildiginda daha 
düsük oldugu görülmektedir. 

Histamin 

GABA 
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Sivi kromatografisi-kütle spektrometrisi yönteminin validasyonu 

Seçicilik 

Sekil 30 ve 31’de sunulan bos Ringer çözeltisi ve artan derisimde GABA ve 
histamin türevlerinin kromatogramlari, yöntemin GABA ve histamin türevleri için 
seçici oldugunu ve matriksten kaynaklanan bir girisim olmadigini göstermektedir. 

Dogrusallik 

Analiz yönteminin dogrusalliginin incelenmesinde GABA ve histaminin türev 
bilesenleri için derisime karsi, belirtilen sinyallerle olusturulan 
kromatogramlardaki pik alanlari kullanilmistir. 

GABA ve histamin yaklasik 5-1000 ng.mL-1’lik derisimlerde karisim halindeki 
çözeltileri hazirlanarak türevlendirilmistir. Olusturulan türevler bekletilmeden 
belirtilen kromatografik kosullarda analiz edilmistir. 

Analiz sonuçlari regresyon analizi ile incelendiginde GABA için 10-500 ng.mL-1 
derisim araliginin, histamin için ise 50-1000 ng.mL-1 derisim araliginin dogrusal 
oldugu saptanmistir. 

Yöntemin, GABA türevleri için, histamin türevlerinden 5 kat duyarli olmasinin 
nedeni GABA pikinin degerlendirildigi kromatogramin MS2 249 m/z sinyali 
kullanilarak olusturulmasidir. Böylelikle baseline gürültüsü azaltilmis ve GABA 
için S/N orani arttirilmistir. 

Histamin türevinden, yüksek detektör sinyali veren MS2 parçalanma ürünü elde 
edilememesi nedeniyle göreceli olarak daha az duyarli olan EIC MS 275 m/z pik 
alani kullanilmistir. 

Bu nedenle dogrusallik çalismasinda yöntemin GABA için daha duyarli oldugu 
görülmüstür.  

Dogrusallik çalismalari için belirlenen dogrusal aralikta GABA için 6 farkli 
derisimde, histamin için ise 5 fa rkli derisimdeki çözeltiler üç set halinde 
hazirlanmistir. Seyreltmeler yaklasik 1 mg.mL-1’lik GABA ve histaminin ana stok 
çözeltisinden Ringer çözeltisi ile yapilmistir. Her gün taze hazirlanan bu çözelti 
setleri gün içinde bekletilmeden analiz edilmistir. 

Gün içinde yapilan analiz verileriyle gün içi dogrusallik istatistikleri 
hesaplanmistir. Günler arasi istatistik parametrelerinin hesaplanmasinda gün içi 
deneylerde elde edilen veriler harmanlanarak kullanilmistir. 

Bahsedilen istatistik islemleri GraphPAD istatistiksel analiz yazilimi kullanilarak 
yapilmistir. 

Dogrusallik çalismasinin istatistiksel sonuçlari Çizelge 6’da sunulmaktadir. 
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Çizelge 6. Yöntemin Dogrusallik Parametreleri 

 GABA Histamin 

 1. Gün 

(n=6) 

2. Gün 

(n=6) 

3. Gün 

(n=6) 

Günler 
Arasi 

(n=18) 

1. Gün 

(n=5) 

2. Gün 

(n=5) 

3. Gün 

(n=5) 

Günler 
Arasi 

(n=15) 

Egim 154.4  158.5  179.2  164.0 14.57  13.93  13.82  14.58 

Kesim -1987  137.5  -1124  -991.4 1692 2913 3191 2230 

r 0.9987 0.9987 0.9993 0.9946 0.9960 0.9974 0.9921 0.9905 

SH Egim 3.84 3.96 3.23 4.29 0.65 0.54 1.24 0.56 

SH Kesim 949.0 977.1 797.4 1058.0 337.4 332.1 707.6 289.4 

Egimin 

 ± %95 GA  
10.70 10.95 8.95 9.10 1.805 1.86 2.96 1.18 

Dogrusallik 
Derisimleri 
(ng.mL-1) 

10.6, 26.5, 53.0, 106.0, 265.0, 530.0 55.25, 110.50, 276.25, 552.50, 1105.00 

Çizelge 6’da GABA ve histamin kalibrasyon dogrularinin korelasyon 
katsayilarinin geleneksel HPLC çalismalarindakilere göre düsük oldugu 
görülmektedir. Bunun nedeninin iyon tuzagi kütle analizöründen ve türev 
islemleri esnasinda türev bilesenlerinin derisimlerine yansiyan etkilerden 
kaynaklandigi düsünülmektedir.  

Song ve ark. (2005), GABA’yi türevlendirerek yaptiklari çalismada daha iyi 
korelasyon katsayili dogrusal esitlikler elde ettiklerini belirtmektedir. Bunun 
nedeni, belirtilen çalismada GABA’nin döteryum izotopunun (GABA-d2) IS 
olarak kullanilmis olmasidir. 

Çizelge 6’da gün içi ve günler arasi dogrusal esitliklerin egimlerinin SH’sinin 
hem GABA hem de histamin için % 2’den fazla olmadigi görülmektedir. 

Çizelge 6’da sunulan dogrusallik ve dogrusalligin gün içi, günler arasi tekrar 
edilebilirligi istatistikleri, GABA ve histamin türevlerinin belirlenen derisimlerde 
pik alanlari ile derisim korelasyonlarinin kararli oldugunu göstermektedir. 

Tayin siniri 

Gelistirilen analitik yöntemlerin ne kadar düsük derisimlerde ölçüm yapabildigi 
yöntemlerin LOQ degerleriyle ifade edilmektedir. 

Çalismada geleneksel LOQ belirleme islemlerinden farkli olarak düsük derisimli 
çözeltilerin kalibrasyon dogrusu degerlerinden % 20 RSD sapma siniri 
kullanilarak LOQ belirlenmistir (Zhu ve ark., 2005). 

GABA ve histamin yaklasik 5-1000 ng.mL-1 derisimlerde karisimlari hazirlanmis 
ve türevlendirilmistir. Türev çözeltilerinin analizleri sonucunda GABA türevi için 
en düsük derisimdeki çözeltisinin (10 ng.mL-1) sinyali kalibrasyon dogrusundan 
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% 20 RSD’den az sapmistir. Histamin için ise bu deger 50 ng.mL-1 olarak 
bulunmustur. 

Taranan literatürlerde GABA için gelistirilen en duyarli LC-MS yönteminin Song 
ve ark, (2005) tarafindan yapildigi ve bu yöntemin LOQ’sunun 5 ng.mL-1 oldugu 
tespit edilmistir. Song ve ark. (2005), yöntemlerinde duyarliligi arttirmak için 
kilcal kolon LC kullanmislar ve ön kolon örnek deristirme islemi uygulamislardir. 
Bu yöntemler uygulanamadigi için bizim çalismamizda 5 ng.mL-1 LOQ degerine 
inilememistir. Fakat bizim çalismamizda yer alan mikrodiyaliz teknigi ile 
herhangi bir ön deristirme yöntemi uygulamadan, gelistirilen analiz duyarliligina 
uygun GABA derisiminde örnekler toplanabilmistir. 

Gelistirilen yöntemin histamin için 50 ng.mL-1 LOQ degeri, taranan kaynaklara 
göre oldukça yüksek bir degerdir. Bu nedenle histaminin az oldugu beyin 
bölgelerinden toplanan mikrodiyaliz örnekleri için analiz yönteminin duyarliligi 
uygun degildir. 

Histaminin NBD-Cl ile türevlendirilmesi sonucu olusan bilesige SRM isleminin 
uygulanamamasi nedeniyle türev bileseninin MS saptamalari için uygun olmadigi 
anlasilmaktadir. Histamin analizi için Yoshitake ve ark. (2003), florometrik 
detektörlü HPLC çalismasinda yöntemin histamin türevine duyarliliginin fmol 
düzeylerinde oldugu belirtilmektedir. Bizim çalismamizdan da anlasilacagi üzere 
MS yöntemleri histamin analizlerinde florometrik yöntemlerin duyarliligina 
inememektedir. 

Sekil 32, bos Ringer çözeltisinin kromatograminda, histamin ve GABA 
türevlerinin sinyallerinin tespit edildigi alikonma zamanlarindaki, analiz 
gürültüsünü göstermektedir. Sekil 33 ve Sekil 34’de sirasiyla GABA ve 
histaminin analiz yöntemindeki LOQ derisimlerinin kromatogramlari 
sunulmustur. Belirlenen LOQ derisimlerindeki sinyallerin, bos kromatogramdaki 
gürültü sinyallerinin üzerinde oldugu kromatogramlarda gösterilmektedir. 
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Sekil 32. Bos Ringer Çözeltisinin Kromatogrami 
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Sekil 33. 10 ng.mL-1 Derisimde ?-amino bütirik asit Çözeltisinin Kromatogrami 
 

 
Sekil 34. 50 ng.mL-1 Derisiminde Histamin Çözeltisinin Kr omatogrami 
 
Sekil 33 ve 34’te gri boyanmis pikler, GABA’nin 10 ng.mL-1 LOQ sinyalini ve 
histaminin 50 ng.mL-1 LOQ sinyalinin göstermektedir. 

 Kesinlik ve dogruluk 

Sunulan LC-MS yöntemi için kesinlik ve dogruluk incelemesi yaklasik 50, 100 ve 
250 ng.mL-1 derisimlerde GABA ve histaminin karisim çözeltileri kullanilarak 
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gerçeklestirilmistir. Çözeltilerin her derisiminden 3’er set hazirlanmis ve her 
çözeltiden 5’er analiz gerçeklestirilmistir. Hazirlanan türev çözeltileri 
hazirlandiklari günde analiz edilmistir.  

Istatistiksel degerlendirme çözeltilerin gün içinde ve günler arasinda 
birbirlerinden sapmalari ile hesaplanmasi yerine gerçek derisimden sapmalari 
dikkate alinarak hesaplanmistir. Sonuçlar Çizelge 7’de sunulmaktadir. 

 
Çizelge 7. Yöntemin Kesinlik ve Dogruluk Parametreleri  

Gün Içi Degerler (n=5) Günler Arasi (n=15)  Gerçek 
Derisim 
(ng.mL-1) Ölçülen 

Derisim 
% BH %BSS Ölçülen 

Derisim 
% BH %BSS 

53 54.8 1.70 2.40 55.2 2.07 2.94 

106 102.9 1.46 2.07 101.5 2.12 3.00 

GABA 

265 258.8 1.16 1.65 260.4 0.87 1.23 

55.25 56.3 1.86 2.62 59.1 3.48 4.93 

110.5 113.1 1.63 2.30 115.8 2.40 3.39 

Histamin 

276.25 282.4 1.11 1.57 286.7 1.89 2.67 

Analiz sinyallerinin gün içi gerçek degere karsi hesaplanan sapmalarinin % 2 
düzeyinde, günler arasi sapmalarinin da % 5 düzeyinde oldugu Çizelge 7’de 
görülmektedir. Bu degerler LC-MS çalismalarinin kesinlik ve dogrulugu için 
kabul edilebilir sinirlar içerisindedir (Zhu ve ark., 2005). 

Sunulan çalismadaki dogrusallik, dogruluk ve kesinlik degerleri IS kullanimiyla 
daha da iyilestirilebilir. Fakat LC-MS çalismalarinda IS olarak analizi hedeflenen 
bilesenlerin izotoplari kullanilmaktadir ve bu izotop bilesenlerinin temin 
etmekteki zorluklar nedeniyle GABA ve histamin izotoplari kullanilamamistir. 
Geleneksel HPLC çalismalarinda kullanilan IS’lerin kullanilmasi bir anlam ifade 
etmediginden IS kullanimi tercih edilmemistir. 

Örneklerin Toplanmasi 

Mikrodiyaliz ile örneklerin toplanacagi bölgeler, GABA ve histamin ölçümlerinin 
önem arz ettigi ventral anterior  nucleus, lateral hypothalamus ve corpus striatum 
olarak tespit edilmistir. Her bir bölgeden örnek toplamak için ayri bir denek siçan 
kullanilmistir 

Ilgili bölgelerin Paxinos ve Watson (1996), siçan beyni stereotaksik  atlasi 
kullanilarak koordinatlari bulunmus ve in vivo islemler sirasinda her bir bölge için 
koordinat hesaplari yapilmistir. 

In vivo islemler sirasinda atlastan elde edilen koordinatlar yardimiyla yapilan 
koordinat hesaplari Çizelge 8’de verilmektedir. 
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Çizelge 8.  In Vivo Siçan Deneylerinde Prob Koordinatlarinin Hesapl ari 

n=3 ventral hypothalamik 
nucleus 

lateral hypothalamus corpus striatum 

(mm) DSK AK HK DSK AK HK DSK AK HK 

Lambda 38.8 +7.2 46.0 42.8 +7.2 50.0 40.2 +10.6 50.8 

Bregma 47.2 -1.8 45.4 51.1 -1.8 49.3 47.7 +1.6 49.3 

BLOK   45.7   49.6   50.0 

Yansal 39.0 -2.0 37.0 38.5 -2.0 36.5 37.9 -2.6 35.3 

Derinlik 46.4 -6.7 39.7 43.3 -8.6 34.7 42.5 -5.2 37.3 

DSK: Deneklerden ölçülen stereotaksik koordinatlar 

AK: Atlastan elde edilen koordinatlar 

HK: Hesaplanan koordinatlar 

BLOK: ilgili bölgenin bregma  ve lambda’ya uzakliginin ortalamasi 

 

Ilgili bölgelerin kafatasi üzerinden Çizelge 8’deki hesaplamalar kullanilarak 
belirlenen noktalar Sekil 35’de gösterilmektedir. 

 
Sekil 35. (A) Probun Ventral Anterior  Nucleus ve Lateral Hypothalamus’a Yerlestirilmesi 
Için Kafatasina Açilan Deligin Konumu (B) Probun Corpus Striatum’a Yerlestirilmesi Için 
Açilan Deligin Konumu 

 

Kullanilan Mikrodiyaliz Probunda Geri Kazanim   

Çizelge 9’da yapilan analizler sonucu hesaplanan, probda geri kazanim degerleri 
gösterilmektedir. 
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Çizelge 9. Prob Geri Kazanimi 

GABA Histamin 

PD ng.mL-1 DD (n=2) % PGK PD ng.mL-1 DD (n=2) % PGK 

53 20.97 39.57 55.25 NA NA 

106 31.44 29.66 110.5 NA NA 

265 79.70 30.07 276.25 83.40 30.19 

Ortalama % PGK ± SH 33.1 ± 3.24 Ortalama % PGK ± SH 30.19 ± 0.98 

PD: probun örnek topladigi standart çözelti derisimi 

DD: toplanan diyalizatlarda ölçülen derisim 

PGK: probun geri kazanim degeri 

NA: Gözlenemeyen deger 

 

Geri kazanim çalismasinda, kaynaklarda belirtilen histamin ve GABA’nin beyin 
dokusundaki derisimlerine yakin derisimlerde çözeltiler kullanilmistir. Histamin 
için 55.25 ng.mL-1 ve 110.5 ng.mL-1 derisimlerdeki çözeltilerden geri kazanim 
degerleri hesaplanamamistir. Toplanan diyalizatlardaki histamin derisimlerinin 50 
ng.mL-1 LOQ degerinden düsük olmasi nedeniyle, geri kazanim degerlerinin 
hesaplanamadigi düsünülmektedir. 

Bulunan probdan geri kazanim degerleri kullanilarak diyalizat örneklerinde analiz 
edilen bilesenlerin, beyin dokusundaki gerçek derisimleri hesaplanmistir.  

Örneklerin Analizi 

Örnekler her bir bölge için birer siçan kullanilarak toplanmistir. Türev islemleri 
yapildiktan sonra belirtilen kosullarda analiz edilmislerdir. Ventral anterior  
nucleus, corpus striatum ve lateral hypothalamus’tan toplanan örneklerin 
kromatogramlari Sekil 36- 38’de gösterilmektedir. 

Örneklerin kromatogramlarinda GABA sinyali net bir sekilde görülmektedir. 
Histamin bilesiginin sinyali toplanan örneklerin analizi sonucunda 
gözlenmemistir. Bu da örneklerin toplandigi bölgelerdeki histamin derisiminin 
sunulan analiz yönteminin duyarliliginin çok altinda oldugunu göstermektedir.  
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Sekil 36. (A) Ventral Anterior  Nucleus’tan Toplanan Diyalizatin Kromatogrami (B) ?-Amino 
Bütirik Asit Sinyalinin Büyütülmüs Görüntüsü 
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Sekil 37. (A) Corpus striatum’dan Toplanan Diyalizatin Kromatogrami (B) ?-Amino Bütirik 
Asit Sinyalinin Büyütülmüs Görüntüsü 
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Sekil 38. (A) Lateral hypothalamus’tan Toplanan Diyalizatin Kromatogrami (B) ?-Amino 
Bütirik Asit Sinyalinin Büyütülmüs Görüntüsü 
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Toplanan örneklerden hesaplanan GABA derisimleri, örneklerin toplandigi beyin 
bölgelerine göre Çizelge 10’da verilmektedir. 

 

Çizelge 10. Bölgelere Göre ?-Amino Bütirik Asit Derisimi 

n=2 
ventral anterior  

nucleus 
lateral hypothalamus corpus striatum 

Örnekte ölçülen derisim 
(ng.mL-1) ± SH 40.80 ± 0.22 50.12 ± 6.13 31.43 ± 0.17 

Düzeltilmis derisim 
(ng.mL-1) ± SH  

123.25± 0.67 151.41± 18.53 94.96± 0.53 
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SONUÇ ve ÖNERILER 

Biyolojik örneklerde yapilan nörotransmitter analizlerinde maddelerin ayrilmasi, 
teshisi ve tayini için duyarli ve güvenilir bir yöntem olarak LC-MS essiz bir 
yöntemdir Mikrodiyaliz teknigi ise biyolojik ortamda yapilan örneklemelerde 
uzun ve yorucu ekstraksiyon islemleri gerektirmeyen, seçici ve spesifik bir sekilde 
elde edilmis numunelerin dogrudan analizine olanak saglayan mükemmel bir 
tekniktir. Nörotransmitterlerin tayini için ülkemizde bu iki teknigin ilk defa 
birlikte kullanilmasi ile analizinin gösterildigi bir yöntem gelistirilmistir.  

Bu çalisma ile sunulan LC-MS yöntemi, kaynaklarda rastlanan LC-MS 
yöntemlerden farkli olarak nörotransmitterlerden olusturulan iyonlarin teshisi ve 
tayini için iyon tuzagi kütle analizörü kullanilmasi ile yöntem açisindan, diger 
taraftan siçan beyninde lateral hippothalamus, ventral anterior  nucleus ve corpus 
striatum’daki mikrodiyaliz örnekleme ile elde edilen GABA ve düzeyleri 
hakkinda ilk bilgileri saglamasi bakimindan orjinallik tasimaktadir. 

Bu çalismanin baslangicinda mikrodiyaliz örneklerinde sekiz adet 
nörotransmitter’in LC-MS (iyon tuzagi) yöntemi ile ayrilmasi, teshisi ve tayini 
hedeflenmis olmasina karsin, önceki bölümde söz edilen analitik kosullar 
nedeniyle GABA ve histamin için yöntemin kullanilabilirligi gösterilmistir.  

% 0.1 asetik asit içeren su-ACN gradient hareketli faz sisteminde C18 kolon 
kullanilarak NBD-Cl ile türevlendirilerek GABA ve histamin için ayirim, teshis 
ve tayin kosullari belirlenmistir. Histamin ve GABA için sirasiyla, 10.5 ve 17.5 
dakikalarda elde edilen alikonma zamanlari ile kromatografik ayirma basariyla 
saglanmistir. Yöntemin dogrusalligi, dogrulugu, kesinligi, saptama ve tayin 
sinirlari belirlenerek validasyonu gösterilmistir. Gelistirilen yöntem özellikle 
GABA miktar tayini için kaynaklarda rastlanan kapiler kolonlarin kullanildigi 
yöntemler disinda LC-MS yöntemleri içinde en duyarli yöntemdir. 

Siçan beyninin lateral hypothalamus, ventral anterior  nucleus ve corpus striatum 
bölgelerinde mikrodiyaliz teknigi ile alinan örneklerde gelistirilen yöntem ile 
GABA ölçülerek bazal düzeyler belirlenmistir. Bu örneklerde GABA'nin bazal 
düzeyleri, lateral hippothalamus için 123.25±0.67, ventral anterior  nucleus için 
151.41±18.53 ve corpus striatum için 94.96±0.53 ng.mL-1 olarak bulunmustur. 

Histamin için ise bölgelerden alinan örneklerdeki derisimi yöntemin LOQ’sunun 
altinda oldugu için ölçüm yapilamamistir. 

Nörotransmitterlerin fizyolojik, farmakolojik ve patolojik etkilerinin 
belirlenmesini amaçlayan çalismalarda, gelistirilen LC-MS yönteminin duyarli ve 
güvenilir bir sekilde GABA düzeylerinin ölçümüne olanak saglayacagi 
söylenebilir.  
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