D

ANADOLU UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

P MA_DDESi ve KALSiTONiN GEN
ILISKILI PEPTID’IN CESITLI
ANALITIK YONTEMLERLE

OLCULMESI
Neva Alasag

Doktora Tezi




P MA_DDESi_ ve .KALSi:[OI\.IiN GEN
iLiSKII:I PEPTID’IN CESITLI ANALITIK
YONTEMLERLE OLCULMESI

Neva Alasag
Doktora Tezi

ANADOLU UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya Anabilim Dali
Eskisehir, 2016

Tez Danmismanlari: Prof. Dr. Dilek-Dogrukol Ak (I. Danigsman)
Dog. Dr. Erol Sener (II. Danigman)

Bu tez ¢alismasi, Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
tarafindan desteklenmistir (Proje No. 1203S048).




Jiiri ve Enstitii Onay1

NEVA ALASAG’m “P Maddesi ve Kalsitonin Gen Tliskili Peptid’in Cegsitli
Analitik Yontemlerle Olciilmesi” basglikh, Analitik Kimya Anabilim Dalr’ndaki
Doktora tezi, 07/09/2016 tarihinde, asagidaki jiiri tarafindan Anadolu Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yo6netmeliginin ilgili maddeleri uyarinca
degerlendirilerek kabul edilmistir.

Adi-Soyadi Imza
Uye (Tez Danigsmam) Prof. Dr. Dilek DOGRUKOL AK

Anadolu Universitesi

Uye Prof. Dr. Fatma TORE

Abant [zzet Baysal Universitesi

Uye Prof. Dr. Bedia ERIM BERKER
istanbul Teknik Universitesi

Uye Prof. Dr. Durisehvar OZER UNAL

istanbul Universitesi

Uye Dog. Dr. Emirhan NEMUTLU

Hacettepe Universitesi

Anadolu Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu'nun
2% P20l btarih ve ...... I o v sayih karariyla onaylanmistir.

SaghiRitabEEnititiisii Miidiirii
Prof:Dr.Dilek AK & Y

- Fil
4 B J h J
| a w § )
L ’ 2 7 - i
.3 3 —— & 4
L P
% Ta. Uit L B 4
) J
. 2 a7




OZGECMIS

Bireysel Bilgiler

Ad1 ve Soyadi : Neva Alasag

Dogum tarihi ve yeri : 1976, Bursa

Uyrugu : T.C

Medeni durumu : Bekar

Iletisim adresleri : Anadolu Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya Anabilim Dali
26470 Tepebas1 / Eskigehir
0541 781 47 07
nalasag(@anadolu.edu.tr

Egitim Durumu

Tlkokul : Beseyliil Ilkokulu
Nagzilli, 1987
Ortaokul — Lise : Nazilli Lisesi

Nagzilli, 1993

Lisans : Uludag Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Boélimii
Bursa, 2000

Yiiksek Lisans : Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bursa, 2004

Yabana dil : Ingilizce

Yaynlar

Uluslararast bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda basilan
bildiriler
Alasag, N., Sener, E., Dogrukol-Ak, D., Simultaneous Determination of

Substance P and CGRP in Rat Truncus Encephali Tissues, RegPep2016, Sozli
Sunum, Rouen, France, 12-14 Temmuz 2016.

Alasag, N., Sener, E., Dogrukol-Ak, D., Tore, F., Determination Of Calcitonine
Gene-Related Peptide In Rat Brain stem Tissues By Liquid Chromatography-
Electrospray Ionization- Tandem Mass Spectrometry, DRD 2015-International

i




Multidisciplinary Symposium on Drug Research &Development, Poster Bildiri,
Eskisehir, Tirkiye, 15-17 Ekim 2015.

Alasag, N., Sener, E., Dogrukol-Ak, D., Determination Of Substance P In Rat
Brain Tissues By High Performance Liquid Chromatography- Electrospray
Ionization- Tandem Mass Spectrometry, 12th International Symposium on
VIP,PACAP and Related Peptides, Poster Bildiri, Nevsehir, Tiirkiye, 21-26 Eyliil
2015.

Kilme, E., Alasag, N., Kirboga, T., Ak, D., Tore, F., Superior Servikal
Gangliyonektomi ve 48/80 Uygulamasimin Sicanlarda Trigeminal Gangliyon
CGRP ve Substans P Diizeylerine Etkisi, 39. Ulusal Fizyoloji Kongresi 2013,
Poster Bildiri, Ankara, Tiirkiye, 10-14 Eyliil 2013.

Alasag, N., Dogrukol-Ak, D., Spectrophotometric Determination of Memantine
Hydrochloride In Bulk Form Using 4-Chloro-7-Nitrobenzofurazan Derivatization,
International Symposium On Drug Research&Development, Poster Bildiri,
Antalya, Tiirkiye, 27-29 Mayis 2011.

Alasag, N., Ozer, E.T, Gucer, S., Investigation and Optimization of Some
Parameters for BOD (biological oxygen demand) Measurements In Textile Waste
Water. 4 th Aegean Analytical Chemistry Days, Poster Bildiri, Kusadasi, Aydin,
Tirkiye, 2004,

Bilimsel Etkinlikler
Katilinan Kurslar ve Egitim Programlari

Workshop ‘Quantification of peptides in biological samples’, CURIB, Mont-
Saint-Aignan, France, 11 Temmuz 2016.

Agilent 6400 Series Triple Quadrupole LC-MS/MS Cihaz Kullanma Egitimi,
SEM Laboratuar Cihazlan Pazarlama Sanayi ve Ticaret A.S., Istanbul, Tiirkiye,
27-29 Kasim 2013.

Agilent 7100 Capillary Electrophoresis ve LIF (Laser Induced Fluorescence
Detector) Cihaz Kullanma Egitimi, SEM Laboratuar Cihazlan Pazarlama Sanayi
ve Ticaret A.S., Istanbul, Tiirkiye, 30 Temmuz-1 Agustos 2013.

Certification of the 1st International Certificate Program on Predictive and
Personalized Medicine/Healthcare in Daily Modern Medicine and Pharmacy,
Eskisehir, Tiirkiye, 13-16 Eyliil 2012.

Temel ve Orta Diizey SPSS Egitimi, Anadolu Universitesi Akademik Gelisim
Birimi, Eskigehir, Tiirkiye, Mayis 2013 dénemi.

Deney Hayvanlan Kullanimi Ile flgili Egitim Programi, Osmangazi Universitesi
Tibbi-Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezi (TICAM), Eskisehir, Tiirkiye, 07-18
Mayis 2012.

Europe & Metrology in Turkey (EMIT) workshop S04-02: "Integrated Quality
Systems-an interpretetation for universities", Bursa, Tiirkiye, 18-20 Ekim 2011.

ii




AUBIBAM E_gitim Seminerleri I "Kromatografik Sistemler (HPLC, LC-MS, GC-
MS, FPLC, lyon Kromatografisi) Teorik ve Uygulamali Egitim" , Anadolu
Universitesi, Eskisehir, Tiirkiye, 25-26 Eyliil 2010.

I. Ulusal Analitik Kimya Kongresi, Uludag Universitesi-Tiibitak Butal, Bursa,
Tiirkiye, 03-05 Temmuz 2002.

VIII. Ulusal Spektroskopi Kongresi, Uludag Universitesi-Tiibitak Butal, Bursa,
Tiirkiye, 30 Ekim-1 Kasim 2002.

39™ Graduate Study Programme, "Youth and the United Nations: A Partnership
For the Future" , United Nations, Geneva, Switzerland, 02-20 Temmuz 2001.

Atomik Spektrometri ve Uygulamalari, Tubitak-Mam Tubitak Bursa Test ve
Analiz Laboratuvari, Bursa, Tiirkiye, 10-11 Mayis 2001.

il




ONSOZ

Bu ¢alismada P maddesi ve Kalsitonin gen-iliskili peptid’in es zamanl tayini igin
beyin ve beyin sap1 dokusundaki diizeyleri Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle
Spektrometrisi ve Enzim Bagli Immunosorbent Analiz yontemiyle belirlenmistir.
Noropeptidler igin duyarhligi yiikksek Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle
Spektrometresi yontemi geligtirilmistir.

Ulkemizde bu calisma Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometrisi ve
Enzim Baglhh Immunosorbent Analiz y6nteminin birarada kullamldigy ilk tez
calismasi olacaktir. Ulusal ve uluslararas: diizeydeki multidisipliner galigmalara
onemli katki saglayaca@ diigiiniilmektedir.

Bilgi ve deneyimlerini benimle paylagan, degerli emeklerini benden esirgemeyen,
calismalarimin her asamasinda bana giiven ve cesaret veren, sabir, hosgori, ilgi,
samimiyet gosteren sevgili damigman hocam Prof. Dr. Dilek AK’a iizerimdeki
emekleri i¢in i¢tenlikle tesekkiirlerimi sunarnm.

Tez calismam boyunca varhgiyla, emegiyle, bilgi ve tecriibesiyle her zaman beni
destekleyen sevgili damigman hocam Dog. Dr. Erol SENER’e iizerimdeki emekleri
i¢in i¢tenlikle tesekkiirlerimi sunarim.

Anadolu Universitesi Bitki Ilag ve Bilimsel Aragtirmalar Merkezi (AUBIBAM)
biinyesinde bulunan Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometresi cihaziyla
caligmalarim gerceklestirmemi saglayan AUBIBAM eski Miidiirii Prof. Dr. Liitfi
GENC’e tegekkiirlerimi sunarim.

Calismalarimi gergeklestirebilmem igin gerekli olan her tirli kimyasal madde ve
malzemeyi saglayan Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonuna tesekkiirlerimi sunarim.

Analittk Kimya Anabilim Dali’ndaki degerli hocalannma ve arkadaslarima
tesekkiirlerimi sunarim. :

Var olma sebebim, hayatimun her asamasinda beni destekleyen camim aileme
minnet duygusuyla tesekkiir ederim.
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P MADDESI ve KALSITONIN GEN-ILiSKiLi PEPTID’IN CESITLI
ANALITIK YONTEMLERLE OLCULMESI

OZET

Bu calismada sican beyin, beyin sap1 dokusunda P maddesi ve Kalsitonin gen-
iliskili peptid’in Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometrisi ve Enzim
Bagli Immunosorbent Analiz yontemiyle analizi gergeklestirilmistir. Cs kolon
(150x2.1 mm, 3.5 um) ve %0.2 formik asit iceren su-asetonitril gradiyent
hareketli faz sisteminde ayrilan P maddesi ve Kalsitonin gen-iligkili peptid icin
kiitle spektrometri optimizasyon parametreleri belirlenmis, ardindan yontemin
validasyonu gsterilmistir. P maddesi ve Kalsitonin gen-iliskili peptid i¢in pozitif
polaritede elde edilen kiitle spektrumu ve sirasiyla m/z 674.3—[600+254.4] ve
952.2—1214.0 iyon gegisleri kullamilmigtir. Dogrusal aralik P maddesi i¢in 5.85-
438.52 ng/mL, Kalsitonin gen-iligkili peptid igin 0.21-155.28 ng/mL’dir.
Yontemin tayin smurlar: P maddesi i¢in 5.85 ng/mL, Kalsitonin gen-iligkili peptid
icin 0.21 ng/ml’°dir. Yontemin dogrulugu P maddesi i¢in %98’den biiyiik,
Kalsitonin gen-iliskili peptid i¢in %87’den biiyiik geri kazamim ile, tekrar
edilebilirlii ise giin i¢i ve glinler arasi P maddesi i¢in %15’ den kiigiik, Kalsitonin
gen-iligkili peptid i¢in %11 bagil standart sapma ile gdsterilmistir. Bu yéntem
sican beyin ve beyin sap1 dokularina uygulanmustir. Yoéntemin beyin dokusundaki
dogrulugu P maddesi i¢in %97’den biiyiik geri kazanim ile, kesinligi ise %7’den
kiiciik bagil standart sapma ile gosterilmistir. Beyin sap1 dokusundaki dogrulugu P
maddesi i¢in %98’ den biiyiik, Kalsitonin gen-iligkili peptid igin %95’den biiyiik
geri kazanim ile, kesinligi ise Substance P i¢in %7°den kiigiik, Kalsitonin gen-
iliskili peptid i¢in %13’den kiiglik bagil standart sapma ile gdsterilmistir. Doku
numunelerinin (n=6) analizine gore, beyin sapi dokusundaki P maddesi ve
Kalsitonin gen-iliskili peptid bazal endojen derisimler sirasiyla 415.10+124.80
ng/g, 132.07+£196.77 ng/g olarak, beyin dokusundaki P maddesi derisimi ise
57.95+38.01 ng/g olarak hesaplanmistir. Beyin dokusunda Kalsitonin gen-iligkili
peptid diizeyi yontemin tayin sinirinin altinda kaldigi i¢in hesaplanamamustir.

Enzim Bagl Immunosorbent Analiz yéntemiyle, P maddesi ve Kalsitonin gen-
iligkili peptid i¢in kit prosediirleri kullamlarak beyin ve beyin sap1 dokusundaki
derisimleri incelenmistir. P maddesi diizeyi beyin ve beyin sapinda
belirlenememigtir. Kalsitonin gen-iliskili peptid diizeyi ise beyin sapinda
2351.24+292.49 ng/g, beyinde 1567.96+55.47 ng/g olarak belirlenmistir,

Anahtar Kelimeler: Noropeptid, P Maddesi, Kalsitonin Gen-11i§l_(ili Peptid, S1v1
Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometresi, Enzim Bagli Immunosorbent
Analiz




DETERMINATION OF SUBSTANCE P AND CALCITONIN GENE-
RELATED PEPTIDE BY VARIOUS ANALYTICAL METHOD

ABSTRACT

In this study, Substance P and Calcitonin Gene-Related Peptide analysis in rat
brains and brain stem tissues were determined by using Liquid Chromotography-
Tandem Mass Spectrometry and Enzyme Linked-Immunosorbent Analysis
methods. Firstly mass spectrometry parameters for Substance P and CGRP were
optimized after acheving separation with Cs column (150x2.1 mm, 3.5 um) and
mobile phase containing 0.2% formic acid in water-acetonitrile then the method
have been validated. Mass spectrum was obtained in positive polarity for
Substance P and CGRP, and ion transitions were used at m/z 674.3—[600+254.4]
and 952.2—1214.0, respectively. Linearity range was 5.85-438.52 ng/mL for
Substance P and 0.21-155.28 ng/mL for CGRP. The limit of quantification was
5.85 ng/mL for Substance P and 0.21 ng/mL for CGRP. Accuracy was shown
with recoveries higher than 98% for Substance P, higher than 87% for CGRP. The
method precision was shown by intra-day and inter-day precision lower than 15%
RSD for Substance P and 11 % RSD for CGRP. This method was applied to rat
brain and brain stem tissues. Accuracy in brain tissue was shown with recoveries
higher than 97% and precision was shown lower than 7%RSD for Substance P.
Accuracy in brain stem tissue was shown with recoveries higher than 98% for
Substance P, higher than 95% for CGRP and precision was shown lower than 7%
RSD for Substance P and 13%RSD for CGRP. According to tissue samples
analysis (n=6), Substance P and CGRP basal endogene concentrations in brain
stem tissue were calculated as 415.10+124.80 ng/g and 132.07+196.77 ng/g
respectively, while Substance P concentration in brain was calculated as
57.95+£38.01 ng/g. CGRP concentration in brain tissue could not be calculated
because of lower levels than limit of quantification of proposed method.

Substance P and CGRP concentration were determined in brain and brain stem
tissues by using Enzyme Linked-Immunosorbent Analysis kit procedure.
Substance P concentration wasn’t calculated in brain and brain stem tissues.
CGRP concentration was calculated as 2351.24+292.49 ng/g in brain stem,
1567.96+55.47 ng/g in brain.

Key Words: Neuropeptide, Substance P, CGRP, LC-MS/MS, ELISA
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ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; caligmamin hazirlik, veri toplama, analiz ve
bilgilerin sunumu olmak {izere tim asamalardan bilimsel etik ilke ve kurallara uygun
davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu Universitesi
tarafindan kullamilan “‘bilimsel intihal tespit programi’’yla tarandigin1 ve hicbir sekilde
““intihal i¢germedigini’*beyan ederim. Herhangi bir zamanda, galismamla ilgili ortaya ¢ikacak

tiim ahlaki ve hukuki sonuglara raz1 oldugumu bildiririm.

Neva ALASAG
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GIRIS ve AMAC

Giiniimiizde teknolojinin ve iletigim araglarimin gelismesi sayesinde milyarlarca
insan birbirleriyle rahatga iletisime gegebilmekte, bilgisayarlar ve cep telefonlart
adeta tiim diinyayr birbirine baglamaktadir. Genelikle sinir bilimciler
bilgisayarlarin temel bilegenleri ile beyin arasinda benzerlikler kurmuslardir.
Ancak beynimizde oyle bir iletigim a1 bulunmaktadir ki, yaklagik 100 milyar
sinir hiicresi bu iletisim ag1 tizerinden haberlesmekte, iletisimi kolaylastirmak icin
milyarlarca baglanti kurmaktadir. Burada bilgisayarlarda rastlanan baglanti
sorunlar1 pek yasanmamakta, kullamcilar dinlenmemekte ve elektrik
kesilmemektedir (Guyton&Hall, 2007).

Beyin sinir sistemi ile ilgili iglevlerini néronlar aracilifiyla gergeklestirmektedir.
Noronlar birbirlerinden sinaps adi verilen bogluklar sayesinde ayrilmaktadirlar.
Ayrica burasi mesajin bir nérondan digerine gegmesini saglamaktadir. Bir ndron
gesitli etkilerle uyarildiginda, hiicre zarindan sinaptik bogluga gecen molekiilleri
serbest birakmaktadirlar. Serbest kalan bu molekiiller néronlarda bulunan reseptor
bélgelerine baglanmaktadir. Uyarnlmamn ardindan onu takip eden kimyasal
degisim beynin ¢alisma prensibinin temelini olusturmaktadir (Guyton&Hall,
2007).

Kompleks néronal agda noropeptidler gibi kimyasal haberlesme ajanlan sinyal
iletiminde, beyinde ndorotransmitter ve noromodilatér olarak anahtar rol
oynamaktadir. Duyusal bilgi, gida alim kontrolii ve hormon salgisinin
diizenlenmesi gibi ¢esitli biyolojik goérevleri igerdigi diistiniilmektedir.
Noropeptidlerin - organizmadaki sentezleri, metabolizmalari, pargalanmalari
(degredasyonu) ve yapi-aktivite iligkilerinin belirlenmesine yonelik galismalar
siirmektedir. Sinyal iletim mekanizmalarimin anlagilmasimda sinir bilimleri
aragtirmalari bakimindan ¢ok Onemli olan biyolojik kokenli néropeptidlerin
diizeylerinin analizi ise ayrica énem tagimaktadir. (Yesilada ve Ozkanli, 2004).
Nérotransmitterlere oranla 10° misli daha az olan diizeyleri (1-100 pM) nedeniyle
ndropeptidlerin ayrilmasi ve karmagik biyolojik numunelerdeki tayini zorlayici
analitik konulardan biri olmustur (Kennedy ve ark., 2002). Genellikle ayirmalarda
kullanilan ydntemler, sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-
PAGE), boyut eleme kromatografisi (SEC), radyoimiinoanaliz (RIA), kapiler
elektroforez (CE) ve yiiksek performansh sivi kromatografisidir (SK) (Ban ve
ark., 2001). Peptid ve proteinlerin kantitatif analizinde SK/KS yo6ntemlerinin
kullanmm ile ilgili zorluklar nedeniyle yarigsmali enzim bagli immunosorbent
analizi (ELISA) ve radyoimmunolojik tayinler (RIA) geleneksel olarak
kullanilmistir. Son yillarda peptid yapili ilaglarin ve biyomarkerlarin ¢ogalmasi ve
triple kuadrupol, iyon tuzagi, kuadrupol ugus zamanli (Q-trap) ve ardindan
kantitatif matriks-destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon kiitle spektrometri
(MALDI-MS) ve sivi kromatografi elektrosprey iyonizasyon donammli kiitle
spektrometri (SK-ESI-KS/KS) teknikleri ile ilgili teknolojik gelismeler ve yeni
analitik stratejiler peptidlerin kantitatif analizleri alaminda yapilan ¢alismalara
onemli katkilar saglamigtir (Beaudry ve Vachon, 2006, Murao ve ark., 2007).
Giiniimiizde yapilan aragtirmalar 6zellikle biyobelirtegler ile iligkili olan yapisal
ve mekanistik bilginin ortaya ¢ikanlmasmma yonelmistir. Agn ile ilgili
calismalarda etkin biyobelirteclerin kesfedilmesi hastalik durumunun daha iyi
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anlagilmast igin temel ©nem tagimaktadir. Noropatik ve kronik agri
mekanizmalarma eslik ettigi rapor edilen P maddesi, kalsitonin gen-iliskili peptid,
vazoaktif intestinal peptid ve nérotensin gibi peptidler sinir iletiminde énemli bir
role sahiptir ve 6zellikle néropatik agr ile iligkili durumlarda tedavi igin yeni
stratejilerin gelistirilmesi bakimindan peptid diizeylerinin 6lgiimii Snemlidir.

Cesitli fizyolojik ve patofizyolojik olaylarin gerceklesmesinde &nemli rolleri
bulunan P maddesi ve kalsitonin gen-iligkili peptid i¢in spesifik, hizli, dogru ve
kesin bir yontem gelistirilmesi, ydéntemin sican beyin dokularinda yapilacak
kantitatif néropeptid analizlerine uygulanmas: ve fizyolojik ve patofizyolojik
amacli calismalara katki saglanmasi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda P
maddesi ve kalsitonin gen-iligkili peptid’in beyin ve beyin sapt dokusundaki
diizeylerinin es zamanh tayini igin duyarlilifn yiiksek Sivi Kromatografisi-
Tandem Kiitle Spektrometrisi yontemi gelistirilmis, biyoanalitik validasyonu
gosterilmigtir. Ayrica gesitli beyin dokularinda ilgili néropeptid diizeyleri Enzim
Bagh Immunosorbent Analiz yéntemiyle belirlenmigtir.




KAYNAK BILGISI
Noropeptidler

Peptidler, karboksil ve amino gruplarn arasinda amid baglariyla baglanmisg
aminoasitlerden olusan polimerlerdir (Sewald ve Jakubke, 2002). Peptidler ve
proteinler amino asit kalntilarindan olusmalarina ragmen, ikisi arasinda
farkliliklar bulunmaktadir. Proteinler, en az 50 amino asit kalintis1 icermektedir.
En o6nemli 6zelligi, 3 boyutlu yapilara sahip olmalaridir. Peptidler, genellikle
50’den daha az amino asit kalintisi igerirler ve genellikle 3 boyutlu yapiya sahip
degildir. 15-50 amino asit kalintisindan olusan orta biiyiikliikteki molekiiller
polipeptidler olarak adlandirihirlar (Bailey, 1990). Kisa zincirli biyoaktif
peptidlerin kimyasal sinyalleri iletmesi ve diizenleme rolii son yillarda daha fazla
ilgi ¢ekmektedir (Frerichs ve ark., 2004).

Noropeptidler, farkli bir sekilde sentez edilen, hareketleri yavag olan ve kiigiik-
molekdllii transmitterlerden tamamen farkli olan bir grup transmitterdir. Noronal
hiicre govdesindeki ribozomlar tarafindan biiyik protein molekiillerinin bir
parcas1 olarak sentezlenirler. Protein molekiilleri ©nce hiicre govdesinin
endoplazmik retikulumuna, daha sonra da iki degisikligin gerceklestigi Golgi
cisimcigine giderler. Once protein enzimatik olarak kiigiik parcalara boliinerek ya
néropeptid veya néropeptid prekiirsér maddesini serbest hale getirir. Sonra golgi
cisimcigine sitoplazmaya serbestlenen ndérotransmitteri kiiglik transmitter
vezikiilleri halinde paketler. Daha sonra transmitter vezikiilleri giinde birkag cm
gibi oldukg¢a yavas bir hizla akson sitoplazmasinin aksonal akimiyla sinir liflerinin
uclarma kadar tagimrlar. Son olarak bu vezikiiller kiiglik-molekiillii
transmitterlerde oldugu gibi aksiyon potansiyeline yamit olarak transmitterlerini
a¢18a ¢ikarir. Ancak vezikiil otolize edilir ve yeniden kullamilmaz (Guyton&Hall,
2007).

Noropeptidler kiigiik-molekiillii transmitterlere gére daha az miktarda salnirlar.
Noropeptidlerin kiigiik molekiillii transmitterlerden genellikle bin kez ya da daha
fazla etkin olmalar1 bu agig1 kapatir. Noropeptidlerin diger bir 6zelligi de daha
uzun siireli etkilere neden olmalaridir. Bu uzun siireli etkilerden bazilari; kalsiyum
porlarmin  kapanmasi, hiicrenin metabolik isleyisindeki degisiklikler, hiicre
cekirdegindeki 6zel genlerin aktivasyonu veya deaktivasyonundaki degisiklikler
ve eksitatdr veya inhibitdr reseptorlerin sayilarnindaki uzun siireli degismeler vb.
siralanabilir. Bu etkiler bazen giinler, aylar hatta yillar siirebilir (Guyton&Hall,
1996).

Noropeptidler ilk ©nce gastrointestinal (GI) sistemde tespit edilmistir.
Memelilerin akcigerlerinde de ¢ok sayida peptid izole edilmistir (Palmer ve ark.,
1987). 1970 yilindan bugiine kadar 60’in iizerinde biyolojik olarak aktif peptid
biyoassay, immiinohistokimyasal, kimyasal ve molekiiler biyolojik yontemlerle
beyin ve medulla spinaliste karakterize edilmistir. Bu peptidler ve reseptorleri
hipotalamus ve vagusun dorsal motor nukleusu gibi yapilarda yogun olarak
bulunmaktadir. Otonom regiilasyona dahil olan bu beyin bolgeleri ile periferik
dokulardaki GI kanalin kontraktil ve sekretdr fonksiyonlan ile ilgili yerlerdeki
peptidler ¢ift dagilimlidir. Bunlara beyin-barsak (brain-gut) peptidleri ya da GI
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peptidler/ndropeptidler adi verilmektedir. Bu néropeptidler gastrik sekresyonu
etkileyebilir, ayn1 zamanda mukozal saglamligin ve tamirin kontroliinde énemli
olabili. Bu nedenle gastrik mukozal hasarlar ile iligkilerinin oldugu
diistiniilmektedir (Biiyiikcoskun, 2002).

P Maddesi (SP)

SP tasikininler ailesinde yer alan, sinir bilimleri alaninda 6nemli néropeptidlerden
biridir. 11 aminoasitten olugsmaktadir. Kapali kimyasal formiilii Cs3HosN1s013S
olup molekiil agirligi 1347.63 g/mol’diir. i1k defa 1931°de Von Euler ve Gaddum
tarafindan tanimlanmugtir. Biiyilk bir protein halinde sentezlendikten sonra
enzimatik yolla aktif undekapeptid yapisina doniigiir. Amino asit dizilimi: Arg-
Pro-Lys-Pro-Gln-GlIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2  seklindedir. Sekil 1’de P
maddesinin yapisi goriilmektedir (Babu, 2003).
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Sekil 1. P Maddesinin Yapisi

SP, merkezi ve periferik sinir sisteminde bulunmaktadir. Merkezi sinir sisteminde
¢egitli  davramis yamtlarinda ve néronal survival ve dejenerasyonun
diizenlenmesinde gorev alir. Omurilikte SP agrinin nérotransmisyonunda gérev
alir ve otonomik refleksleri diizenler. Ayrica kardiyovaskiiler ve solunum
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde de role sahiptir. Periferik sistemde primer
sensor ndronlarda, gastrointestinal, solunum kanali ve genitoiiriner kanalda
intrinsic olan néronlarda lokalize olmustur (Beaudry ve Vachon, 2006).

SP agrinin algilanmasinda 6nemli bir elementtir. SP’nin duyusal iglevinin agn
bilgisinin merkezi sinir sistemine iletilmesi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
Uyanic1 bir norotransmitter olan glutamat ile agrili uyaram ileten primer sinir
ileticilerinde  birlikte bulunur. Duygudurum bozukluklari, anksiyete, stres,
norojenez, norotoksisite, bulantr/kusma ile iliskilidir. SP ve diger duyusal
noropeptidler deri, kas ve eklemlerdeki duyusal sinir liflerinin periferik u¢larindan
salimr. Bu salimmin baz enfeksiyon veya yaralanma tiplerinin lokal yamti olan
norojenik inflamasyonda iligkili oldugu bildirilmektedir. SP nin diizenleyici islevi
yilksek afiniteli reseptorii olan NK-1’in regiilasyonu (diizenlenmesi) ile de
iligkilidir (De Felipe ve ark., 1998).

Insan solunum yollarmin sinirsel kontrolii oldukga komplekstir. Bu yiizden astim

ile bronsial hiperreaktivite patogenezinde ndrojenik mekanizmalar tam olarak

a¢iklanamamgtir. SP’nin vaskiiler permeabiliteyi arttiric1, solunum yolu duvari
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6demi yapict ve mukus sekresyonunu arttirict etkisi hayvanlar {izerinde
gosterilmis olup, heniiz insan solunum yollarinda belirlenmemistir. Insanlarda
intradermal SP enjeksiyonuyla deride kizariklik ve siskinlikle karakterize edilen
bir reaksiyon meydana gelir. Bu reaksiyonu olusturmada SP’nin histaminden 100
kat daha kuvvetli oldugu tespit edilmistir. Ayrica, SP’nin kemotaktik ajanlara
karst notrofil ve ezinofil yanitini artirabilecegi gosterilmistir. Bu yiizden, SP’nin
astimda goriillen solunum yolu diiz kas kontraksiyonu, mukoza édemi, mukus
hipersekresyonu, mast hiicrelerinden mediat6r salimimu ve inflamasyon gibi birgok
olayda katkisi olabilir (Li ve ark., 2011).

SP, hipotalamus, septum ve amigdala gibi Onbeyindeki bdlgelerde yiiksek
dizeylerde bulunmaktadir. Anormal SP diizeyleri sizofreni, Huntington,
Parkinson ve Alzheimer hastalifi gibi rahatsizliklarla iligkilidir (Babu ve ark.,
2004).

SP, kalitatif olarak deri, beyin-omurilik sivisi, kan plazmasi, dis eti, ter bezleri,
tiikriik, sindirim sistemi dokusu, mukus ve son zamanlarda gézyasinda tespit
edilmistir. SP’nin gézyasimin normal salgilanmasinda anahtar rolii oldugu
bulunmug, ancak bunun nasil meydana geldigi belirlenmemistir. Genel olarak
SP’nin analizinin zorlugu nedeniyle, bu peptidin biyolojik fonksiyonunun
anlasilmasi zor olmustur (Frerichs ve ark., 2004).

Deney hayvanlan ile ilgili yapilan galismalarda SP’nin bellek fonksiyonlarin
gelistirdigi ve yasa baglhh hafiza kayiplarimin azalmasindan korudugu
ongoriilmiistiir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinin otopsi ¢aligmalarinda SP
immiinreaktivite azalmigtir. Beyin omurilik sivindaki SP diizeylerinde artma ve
azalmanin her ikisi de gdzlenmistir (Johansson ve ark., 2015).

SP’nin hiicre tremesi, kemik ilig1 fibréz dejenerasyonu ve yara tedavisinde
onemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda romatoid artrit
inflamasyonunda iltihap sokiicii 6zellige sahip oldugu bildirilmistir (Kim ve ark.,
2016).

Kalsitonin Gen-Iliskili Peptid (CGRP)

Kalsitonin Gen-Iliskili Peptid (CGRP), kalsitonin peptid ailesinin bir tiyesidir ve
insanda a-CGRP ve B-CGRP olmak tizere iki formda bulunur. a-CGRP 37 amino
asitli bir peptidtir ve kromozom 11 de konumlanms bulunan kalsitonin CGRP
geninin alternatif ugbirlestirmesi sirasinda olugur. Kapali kimyasal formiili,
Ci63H267N5104982 olup molekil agirligi, 3789.36 g/mol’diir. Sigan CGRP’sinin
amino asit dizilimi: Ser-Cys-Asn-Thr-Ala-Thr-Cys-Val-Thr-His-Arg-Leu-Ala-
Gly-Leu-Leu-Ser-Arg-Ser-Gly-Gly-Val-Val-Lys-Asp-Asn-Phe-Val-Pro-Thr-Asn-
Val-Gly-Ser-Glu-Ala-Phe-NH> seklindedir (Sewald ve Jakubke, 2002). Sekil 2°de
sigan kalsitonin gen-iligkili peptid’in yapis: gosterilmektedir (http-1).
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Sekil 2. Sican Kalsitonin Gen-iliskili Peptid’in Yapis:

B-CGRP daha az c¢alisilan bir néropeptidtir ve insanda bulunan formu farkh ii¢
amino asit tasimasi nedeniyle ile o-CGRP formundan aynlir. Aym bolgedeki
farkl bir gen ile kodlanir.

CGRP periferik ve merkezi sinirlerde en yogun iiretilen peptidlerden biridir. En
etkin peptid vasodilatérdiir ve agrinin iletilmesinde gérev alir. Omurilikte (Spinal
cord) CGRP’nin islevi ve ekspresyonu sentezlendigi yere bagh olarak farkl
olabilir. CGRP baglica omuriligin ventral horn bélgesinde sentezlendigi zaman
motor sinirlerin hiicre govdelerinden tiirevlenir ve yaralanmalardan sonra sinir
dokularinin rejenerasyonuna katkida bulunabilir. CGRP omuriligin dorsal
horn’unda sentezlendigi zaman dorsal root gangliondan tiretilir ve agrinin
iletilmesinde gorev alabilir. Trigeminal vaskiiler sistemde, trigeminal
gangliondaki hiicre govdeleri CGRP’nin temel kaynagidir. CGRP’nin agrimin
algilanmasi ve kardiyovaskiiler hemostazda gorev aldig: diisiintilmektedir. Migren
ve temporomandibular eklem rahatsizliklarinda CGRP’nin diizeyinde artislar
goriilmektedir. Bu rahatsizliklarin yam sira kalp yetmezligi, hipertansiyon ve
sepsis gibi diger bazi rahatsizliklarda diizeyinin arttif1 gosterilmistir (Benemei ve
ark., 2009).

Migren sirasinda trigeminal ganglionda bulunan aktif hale gelmis primer duyu
sinirleri beyin zarlarinda konumlanan periferik sinir uglarindan CGRP’yi salar.
‘Salinan CGRP beyin zan etrafinda bulunan reseptdrlerine baglanarak
reseptorlerini aktif hale getirir ve bu sirada vasodilatasyona, mast hiicrelerinin
degraniilasyonuna ve plazmanin hiicre disina ¢ikisina neden olur. Migrenin
patofizyolojisinde ¢nemli bir rolii oldugunu kanitlayan ¢alismalar bulunmaktadar.
Migren ataklarinda hem tiikriik, hem jugular venden alinan plazmada yiiksek
CGRP derisimleri gozlenmektedir. Ayrica migren rahatsizligi bulunan kisilere
intravendz injeksiyon ile a-CGRP verildifinde bagagrisii  artirdifn

bildirilmektedir (Edvinsson ve Uddman, 2005; Edvinsson ve ark., 2012; Goadsby
ve ark., 1990; Ho ve ark., 2010; Messlinger ve ark., 2011).
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CGRP, afferent sinir terminallerinde lokalizedir ve hayvanlarin solunum yollan
sinirlerinde SP ile birlikte lokalize oldugu tespit edilmistir. In vitro olarak, insan
solunum yolu diiz kaslarin1 SP’den daha kuvvetli bir sekilde kontrakte etmekte ve
SP gibi mast hiicrelerinden histamin salgilatmaktadir., Bir vazodilatér olarak
nérojenik inflamasyonu artirabilir ancak vaskiiler permeabilite iizerine etkisi
yoktur (Li ve ark., 2011).

CGRP, ¢esitli iilser modellerinde antisekrettr ve antiiilser etkiler géstermektedir.
Bu etkilerini kismen somatostatin yoluyla olusturdugu ileri siiriilmiistiir. CGRP,
gastrik tilserlere karsi lokal defans mekanizmasina dahil olan kapsaisine duyarl
ndronlarda bulunan bir peptidtir. Ayni gekilde SP ve nérokinin A’nin da bu
noronlarda bulundugu ve bu néropeptidlerin gastroprotektif etkilerinin mukozal
kan akimina bagh oldugu belirtilmistir (Biiyilikcoskun, 2002).

Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi

Sivi kromatografisi (SK) sistemlerinde kiitle spektrometresinin (KS) detektor
olarak kullamlmasiyla olusturulmus analitik cihazlara sivi kromatografisi-kiitle
spektrometresi (SK-KS) denilmektedir. SK-KS kombinasyonu laboratuvar igin
ideal bir analitik cihaz yaratmis, genis bir kimyasal alanda kalitatif ve kantitatif
analiz yapilmasina imkan saglamigtir (McMaster, 2005).

KS’in tarihsel gelisim siirecinin ilk yillarinda Joseph John Thomson gazlarin
elektriksel iletkenligini ve elektronlar1 kesfederek 1906 yilinda fizik alaninda
Nobel kazanmistir. 1950°li yillardan itibaren KS teknigi kullanilmaya baglanmig
ancak YPSK ve KS sistemlerini birlestirmek i¢in yapilan ¢alismalar 1990’
yillara kadar istenilen sonucu vermemistir. John Bennet Fenn’in elektrosprey
iyonlagtirma teknigini bulmasiyla YPSK’nin aymm glicliyle KS’in seg¢iciligi
birlestirilmistir. John Bennet Fenn s6z edilen bu g¢alisma ile, Koichi Tanaka
MALDI tekniginin gelistirilmesi ¢aligmast ve Kurt Wiirthrich biyolojik
makromolekiillerin ii¢ boyutlu yapisinin belirlenmesi i¢in niikleer manyetik
rezonans spektroskopisinin gelistirilmesi ¢aligmasiyla 2002 yilinda Nobel Kimya
odiiliinti almiglardir (Hoffmann ve Stroobant, 2007, Griffiths, 2008).

KS teknigi, gaz fazinda, tizerinde elektriksel yik tasiyan bilesenlerin
vakumlanmig boslukta uygulanan elektriksel ve/veya manyetik alanda
ucurulmasina dayanir. Bilegenler kiitle/yiikk (m/z) oranlarina gére elektriksel
alanda ugus farkliliklar1 gdstermekte ve bu farktan yararlanilarak birbirlerinden
ayrilabilmektedir. Birbirinden ayrilan iyonlar yonlendirilip bir yiizeye
carptirilarak elektrik sinyali olugtururlar. SK-KS cihazlar1 genel olarak SK,
iyonlagtirma odacig1 ve kiitle analizériinden olusmaktadir. Sekil 3’de SK-KS’in
béliimleri gosterilmektedir.

Giintimiizde SK-KS temeline dayali teknikler, sagladiklar yiiksek segicilik ve
hassasiyet ile peptidlerin biyolojik numunelerdeki kalitatif ve kantitatif
analizlerine énemli bir katki saglamaktadir. Son yillarda proteomik teknolojilerin
gelismesinde biyolojik makromolekiillerin kiitle spektrometri analizleri onemli bir
yere sahiptir. Bu ilerlemeler sayesinde o6nemli hastaliklarin potansiyel
biyomarkerlarmin belirlenmesi, teshis ve tedavisine yonelik gelismelere katki
saglanmaktadir (Ziganshin ve ark., 2011).
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Sekil 3. Svi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresinin Biliimleri

Sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisinde kullandan iyonlastirma yontemleri

SK-KS sistemlerinde atmosferik basingta bilesenleri sivi fazdan gaz fazina
geciren, ayni zamanda iyonlastiran teknikler uygulanmaktadir. Kullanilan
iyonlastirma yontemlerine gore Elektrosprey Iyonlagtirma (ESI), Atmosferik
Basingta Kimyasal Iyonlagtirma (APCI) ve Atmosferik Basingta Foto
Iyonlastirma (APPI) olarak adlandiriimaktadir.

ESI yonteminde SK’den ¢ikan maddeleri tasiyan hareketli faz elektriksel bir
alanda azot gazi yardimiyla sprey edilmektedir. Sivi hareketli faz sprey
asamasinda damlaciklara déniismekte ve bu damlaciklar giderek kiigiilerek
icerisindeki iyonlar Coulomb patlamastyla sivi fazdan kurtulup uygulanan elektrik
alam yardimiyla kiitle aynstirictya dogru hizlandiriimaktadir. Desolvatizasyon
bolimiinde kiitle ayiriciya gelmeden iyonlara karsidan sicak azot wverilir.
Céziictiniin tamamen buharlasarak iyonun gaz fazma gecmesi saglanit.

APCI yonteminde SK’den ¢ikan hareketli faz sprey asamasmda 120°C’ye 1sitilir
ve s1vi hareketli fazin gaz fazina doniigmesi saglamr. Gaz fazina dontigen hareketli
faz kimyasallar1 ve hareketli fazin tamidigi bilesenler elektrik yikli bir igneye
(corona) dogru piskiirtiiliir. Ifne, iizerindeki elektriksel yiikiin uyarmasi
sonucunda gaz fazindaki hareketli faz iyonlar ya da pliskiirtiicii gazin olusturdugu
iyonlar ile hareketli fazin tasidign maddeler arasinda proton aktarimi yolu ile veya
birbirlerine eklenme yolu ile iyonlastirma gergeklestirilir.

APPI yonteminde APCI yénteminde oldugu gibi SK’den ¢ikan hareketli faz sprey
asamasmda 120°C°ye 1sitilir ve sivi hareketli fazin gaz fazina doniismesi saglanir.
APPI yonteminde APCI’daki yiklii igne yerine UV radyasyonu yayan bir UV
lambast kullanilir. UV lambasindan gonderilen fotonlarin enerjisi yardimiyla
sprey halindeki bilesenler iyonlastirilir (Sener, 2007). Iyonlastirilacak molekiiliin
bityiikliigiine ve polaritesine gore iyonlastirma teknigi secilmektedir. Sekil 4’de
iyonlastirma yontemlerinin se¢imi gosterilmektedir.
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Sekil 4. iyonlagtirma Yéntemlerinin Segimi

Srvi kromatografisi-kiitle spektrometrisinde kullanlan kiitle analizérleri

Kiitle analizorleri, bilesenlerin gaz fazinda uguruldugu ve m/z oranlarina gore
birbirlerinden ayrldigi bélimdiir. Genellikle kullamlan kiitle analizorleri dort
cubuklu (quadrupole), iyon tuzag (ion trap) ve ugus zamanh (time of flight,
TOF), fourier doniisiim-iyon siklotron rezonans kiitle analizérleri ile seri
baglanmis tandem kiitle analizorleridir (McMaster, 2005).

Dért ¢ubuklu kiitle analizorleri tetragonal olarak yerlestirilmis dort tane metal
silindirik ¢ubuktan olugurlar. Cubuklara ikiserli olarak eksi dogru akim (-DC) ve
radyo frekansi (RF) ile arti dogru akim (+DC) ve radyo frekansi uygulamr.
Uygulanan DC ve RF degerleriyle baglantili olarak belli m/z’ye sahip iyonlar
ucuslarinin sonunda detektére ulagirlar, ulasamayanlar kiitle ayiricinin icerisinde
sontimlenirler.

Dért ¢ubuklu kiitle analizorlerinde kiitleler iki farkh uygulama ile analiz
edilebilmektedir. Birinci uygulama, DC ve RF degerleri sabit tutularak belli bir
m/z degerinin detektére ulagmmimn saglanmasidir. Buna se¢ilmis iyon analizi
(SIM) denilmektedir. Ikinci uygulamada ise DC ve RF degerleri degistirilerek
farkli m/z’lerin detektdre ulasmasidir. Buna tarama (scan) denir. Sekil 5°de
kuadrapol kiitle analizérii gosterilmektedir.




NonrezonansIyon

Rezonansiyvon

API
Kaynagz

1
! RFveDC

( R ) Kaynag

Iyon tuzag: kiitle ayiricilarinda iyonlar, tuzagin igerisine doldurulmakta ve tuzaga
uygulanan elektriksel kuvvetlerle hapsedilmektedir. Hapsedilen iyonlar tuzaga
uygulanan radyo frekansmin degistirilmesi ile detektdre sirali bir sekilde
gonderilebilmekte ya da istenen iyon veya iyonlar diger iyonlardan ayrilarak
tuzagin icinde yalmz birakilabilmektedir. Boylelikle istenen iyonlar izole edilip
tuzaga uygulanan alternatif akim ile parg¢alanabilmektedir. Olusturulan
parcalardan istenenler tuzakta izole edilip tekrar pargalanabilmektedir. Dolayisiyla
defalarca kiitle pargalama islemi yapilabilmektedir. SIM veya MRM
uygulamalariyla kantitatif analiz yapilabilmektedir. Ancak Tandem MS’e gore
hassasiyeti daha diigiiktiir. Sekil 6°da iyon tuzagimn boliimleri gésterilmektedir.

Sekil 5. Kuadrapol Kiitle Analizérii

10




Gug Bleltiotu

Tvonlacm Hapsedildisi
Boshok

Yugak Elelirol

ks Elekiroln

Sekil 6. iyon Tuzaginm Béliimleri

TOF kiitle analizérlerinde, iyonlagtirilan bilesenler iki plaka arasina uygulanan
elektriksel alan yardimiyla dogrusal bir sekilde ucgurulmakta, detektére varig
zamanlarina gore birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Bu yontemle biiyiik
molekiillerin = aymm  ve yiksek ¢oziiniirliikli  olarak  kiitle  tayini
yapilabilmektedir. Ugurulan iyonlarin kiitleleri virglilden sonra altinci basamak
hassasiyetinde  belirlenebilmektedir. ~ Genellikle MALDI  teknigi ile
kullanilmaktadir. Son yillarda sivi kromatografisine baglhi TOF sistemleri de
kullamlmaktadir.

Fourier déniisiim-iyon siklotron rezonans kiitle analizérleri, iyon tuza@i gibi
iyonlarin hapis edildigi bir odaciktan meydana gelir. Bu odaciga uygulanan
manyetik ve elektriksel alan yardimiyla iyonlar kararli durumda odacik iginde
devamli ugurulmaktadir. Degistirilen radyo frekansi ile hapsedilmis iyonlar
rezonansa getirilip odacik iginde aym zamanda detektér gorevi goéren yiizeye
carptirllmaktadir. Yiizeyde olusan akim zamana bagl olarak fourier doniisiimii ile
kiitle-sinyal iligkisine gevrilmektedir. Bu yontemle iyon tuzagi analizorleri gibi
KS" ¢aligmalart yapilabilmektedir. Bunun yanminda biiyikk molekiillerin yiiksek
¢cOzuntirliiklii ayirmmlarimin da yapilabildigi bir yéntemdir. Fakat KS yontemleri
arasmda en pahali olamdir.

Uc adet Ardisik Dort Cubuklu (Tandem) Kiitle Analizorleri

Tandem kiitle analizorleri, bir pargalama linitesi ile ayrilmig iki adet dortlii kiitle
analizoriinden olugur. Sekil 7°de tandem kiitle analizorii gosterilmektedir.
Parcalama tinitesi uyguladig elektriksel enerjiyi inert bir gaz aracilifiyla iyonlara
aktararak par¢alanmasinmi saglar. Pargalama iglemi yapilmadigi zamanlarda birinci
dortlii kiitle analizériinden ¢ikan iyonlan tigiincii kiitle analizorlerine iletir.

iyon Kaynag Detektor

Q1 Q2 Q3

Sekil 7. Tandem Kiitle Analizérii
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Tandem Kiitle Spektrometrisi (KS/KS), iki basamakl kiitle analizini i¢eren genel
bir metodtur. Birinci analizor molekiiler iyonu izole etmek igin kullamilir. Ikinci
spekirometre fragmentor iyonu analiz eder (Hoffmann ve Stroobant, 2007). Sekil
8’de tandem kiitle spektrometresinin sematik gériiniimii gosterilmektedir.

. 1. MS
Numune LC Ayirma :13!1 gaz iyon basamag
arumt Molekiiler
iyonun
1. Ayirim basamagi segilmesi
Kompleks biyolojik
karisimlarin analizinde ilk 2. Ayirim basamagi
basamak kromatografik olarak ‘
bilesenlerine ayirma l
1
B} 2. MS basamagi Molekiiler
Dedektr <—— | Fragment iyonlarm P I iyonun
karakterizasyonu fragmentasyonu

3.Aymrm basamagi

Sekil 8. Tandem Kiitle Spektrometresinin Sematik Gériiniimii (Lavagnini ve ark., 2006)

KS/KS’de ana kiitle m/z’lerinin tayini yam sira ana kiitlelerin par¢alanmas: ve
pargalarinin tayini de yapilabilmektedir. Ana kiitlelerin parcalanarak olusturdugu
fragman iyonlar iyi bir kalitatif analiz verisidir. Se¢ilen ana kiitlenin pargalanarak
olusturdugu fragmanlardan biri yada birkagi segilerek elde edilen veriler de cok
segici ve duyarl kantitatif analiz verisi olugturulur. Bu yénleriyle secici, duyarl
hem miktar tayinlerinde hem de yap1 tayinlerinde kullanilan benzersiz cihazlardur.

KS/KS’de dortlii analizorlerin SIM ve tarama uygulamalarinin yamsira kiitle
pargalamas: da vardir. Diger bir uygulama ¢oklu reaksiyon izlemedir (MRM) ve
diisiik saptama seviyelerinde kantitatif analiz yapilmasina imkan saglamaktadir
(Sener, 2011). Sekil 9°da Tandem KS tarama modlar gésterilmistir.
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Sekil 9. Tandem Kiitle Spektrometri Tarama Modlamn

Enzim Immuno Analiz

Enzim Immuno Analiz (EIA), enzimlerin katalitik 6zelliklerinin ve immunolojik
reaksiyonlarin kalitatif olarak degerlendirilmesine dayanmaktadir. Enzim-igaretli
antikor veya antijenler, ligandla (6l¢lilecek madde) reaksiyona girer. Daha sonra
ortama enzim substrati ilave edilir. Bu ilave edilen substratin derisimindeki
azalma veya iiriin derisimindeki artis 6lgiiliir. Cogunlukla enzim olarak alkalen
fosfataz, peroksidaz, beta galaktozidaz ve glukoz-6-dehidrojenaz isaretlemek i¢in
kullamlir.

Olusan bilesiklerin 6lgiimil i¢in bazen fotometrik yéntemlerden yararlanilir.
Ozellikle cok amacl, yiiksek performansli fotometrelerde dlgiimler basit ve ucuz
olarak yapilabilmektedir. Ancak floresans veya kemiluminesans igaretli substrat
veya iiriinleri kullanabilen yontemler fotometrik olanlara tercih edilmektedir.
Ciinkii, floresan ve kemifloresan 6l¢limlerin duyarlilig: fazladir (Crowther, 1995).

13




Enzim Bagh Immunosorbent Analiz

Enzim Bagli Immunosorbent Analiz (ELISA) yéntemi, 1960’11 yillarda Radyo
Immun Analiz (RIA) yontemlerine alternatif olarak bulunmus olup bu yéntemde
kullanilan reaktiflerin uzun Omiirlii olmasi ve atik maddelerinin radyasyon
tehlikesi olmamasi nedeniyle kullanimi yayginlasnustir.

ELISA, bir immunosorbent (kat1 bir destege bagli antijen veya antikor) ve enzim
bagli bir immunoreaktant (tepki veren) kullanmilan bir enzim immuno analizidir.
Bu yontemde antijen ve antikorlar arasindaki ozel etkilesim esastir (Crowther,
1995). Yontem antijen-antikor kompleksine bir enzimle isaretli antiglobulinin
ilave edilmesi ve sonra substratin eklenmesi ile eger antijen veya antikor var ise
renk olusumunun gézlenmesi esasina dayanmaktadir.

ELISA ydnteminin basarili olmasinin sebeplerini su sekilde siralayabiliriz:

1. Antikor, antijen gibi maddeler plastik gibi kati yiizeylere pasif olarak adsorbe
olabilmektedir. 96 kuyucuklu mikrotiter plaklar ticari olarak bulunmakta,
manipiilasyonu ve reaktiflerin hazirlanmasi kolay olmaktadir. Cok fazla sayida
numunenin kiigiik hacimlerinin kullamilmast ile hizli bir sekilde analiz edilmesine
tmkan saglamaktadir.

2. Reaktanlardan birisi kat1 ylizeye tutundugu igin, bagh ve serbest reaktiflerin
ayrilmasi basit bir yikama prosediiriiyle kolayca yapilabilmektedir.

3. ELISA’nin sonuglan gozle gézlenebilen bir renk reaksiyonudur ve dzel olarak
dizayn edilmis multichannel spektrofotometreler kullamlarak hizlica okuma
yapilabilmektedir. Bu, verilerin saklanmasi ve istatistik olarak analiz edilmesine
imkan saglar (Crowther, 1995).

Enzim Bagli Immunosorbent Analiz (ELISA) yontemleri
ELISA analizi 4 farkli yontemle gergeklestirilebilmektedir:
Dogrudan ELISA Yéontemi

Antijen kat1 faz yiizeyine tutturulur. Yikamadan sonra, enzim-etiketlenmis antikor
eklenir. Inkiibasyon periyodu ve yikamadan sonra enzim substrat1 eklenir. Renk
degigiminin ardindan, mikrotiter plak ELISA cihazinda okutulur (Crowther,
1995).

Dogrudan ELISA, ELISA analizinin difer yontemleriyle karsilagtirildiginda daha
hizhi gergeklesmektedir. Ciinkii yalmizca bir antikor kullanilmakta ve daha az
islem basamagi icermektedir. Bu analiz spesifik antikor-antijen reaksiyonlarinda
diger antikorlar arasinda capraz reaktiviteyi uzaklagtrmaya yardun etmek icin
kullanilabilmektedir. Primer antikor tek bagina etiketlenmelidir. Bu durum, ¢oklu
deneylerde zaman kaybina, daha diisiik duyarliliga sebep olmaktadir.

Dolayli ELISA Yontemi

Dolayli ELISA, primer antikorun ve igaretlenmis ikincil antikorun cift
baglanmasini iceren iki basamakli bir islemdir. Primer antikor ile antijen inkiibe
edilir. Ardindan ikincil antikor ile inkiibe edilir. Ancak ikincil antikorun sebep
oldugu ¢apraz baglanmadan dolay1 nonspesifik sinyaller meydana gelebilir. Bu
yéntem, olduk¢a duyarli, esnek ve maliyeti diigiiktiir (Crowther, 1995). Yogun
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olarak, serum numunelerinden spesifik antikorlarin titrasyonu veya deteksiyonu
icin kullanilir (Crowther, 1995).

Sandvi¢ ELISA Yontemi

Sandvi¢c ELISA, diger yontemlere gére daha az kullanilir fakat numunede antijen
deteksiyonunda oldukea yiiksek bir etkiye sahiptir. Ayrica, birgok ticari ELISA
sandvig ELISA yéntemini kullanmaktadir.

Bu yontemde, antikorlarm iki tabakas: arasindaki antijenlerin miktar tayini yapilir.
Antijen, antikora baglanma kapasitesi olan en az iki antijenik epitop i¢ermelidir ya
da Sandvig ELISA sistemlerindeki antikorlan yakalamak igin monoklonal veya
poliklonal antikorlar kullanilmalidir. Bu yéntem olduke¢a spesifiktir. Kompleks
numuneler icin uygundur. Esnek ve duyarlidir. Plak antikor ile kaplanir. Numune
eklenir ve herhangi bir antijen antikora baglamr. Detekte antikor eklenir ve
antijene baglanir. Enzim bagl sekonder antikor eklenir ve detekte antikora
baglanir. Substrat eklenir ve enzim ile detekte edilebilecek gekle dontistiirtiliir.

Rekabetci ELISA Yontemi

Rekabetci ELISA, diger yontemlerden farklidur. Islem basamaklan basit¢e soyle
Ozetlenebilir:

1. Primer antikor (isaretlenmemis) numune antijeni ile inkiibe edilir.

2. Antikor-antijen kompleksi mikrotiter plaga eklenir.

3. Plak yikanarak baglanmamig antikor uzaklastirilir. Numunedeki fazla antijen
kuyucuklarda bulunan daha az sayidaki antikor ile baglanir. Bu yiizden yonteme
rekabetci ELISA ismi verilmigtir.

4. Enzim ile birincil antikora 6zgii ve baglanabilen ikincil antikor ilave edilir.

5. Substrat eklenir ve kalan enzimler kromojenik veya floresans sinyal ortaya
cikarir.

Bu yontem oldukga spesifiktir, kompleks numuneler igin uygundur, esnek ve
duyarlidir (Crowther, 1995).
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P Maddesi ve Kalsitonin Gen-Iligkili Peptid’in Kantitatif Analizine Yonelik
Kaynak Bilgisi

SP ve CGRP’nin miktar tayini ile ilgili olarak kaynak arastirmasinda kargimiza
cikan makalelerle ilgili 6zet bilgiler asagida verilmektedir.

Kostel ve Lunte (1997), SP ve metabolitlerinin tayini i¢in kapiler elektroforez ile
ayirma sonrasi tiirevlendirme ve Lazer-Indiiklenmis Floresans (LIF) saptama
yontemini bildirmektedirler. Post-kapiler kimyasal tiirevlendirme sistemi,
naftalen-2,3-dikarboksaldehit ve B-merkaptoetanol ile ¢alismaktadir. SP ve
metabolitlerinin belirlenmesi igin kolon sonrasi saptamaya olanak saglayan iki
reaktor tasarlanmus ve degerlendirilmistir. Tirevlerin floresan spektroskopik
ozellikleri optimum ayirma kosullari altinda incelenmistir. Gelistirilen sistem,
beyinde SP metabolizmasini arastirmak i¢in sigan striatum’unun SP ile
perflizyonunu takiben alman mikrodiyaliz numunelerinin tayini yapilarak
degerlendirilmistir.

Rissler ve ark. (1997), radyoaktif isaretleyici olan ['*I] ile kloramin T y6ntemini
kullanarak SP’yi isaretlemisler, ['?°[]-[Tyr®]-SP elde edilmis ve sican beyin
membranlarinda yer alan SP reseptérlerine baglanmay1 incelemiglerdir. Muamele
edilmemis olan igaretli SP ile sigan beyin membranlarinda baglanma gézlenmez
iken isaretli peptidin merkaptoetanol ile indirgenmesinden sonra baglanma
gozlenmigtir. Sivi Kromatografisi (SK) yontemi bu ¢aligmada isaretli peptidin
diger reaksiyon yan firiinlerinden ayrilmasi ve saflastirilmasi i¢in kullanilmstar.
Merkaptoetanol ile muamele edilmis isaretli peptidin sigan beyin membran
homojenatlarinda yapilan baglanma ¢aligmalarinda baglanmanin zamana bagiml
oldugu, 60 dk i¢inde maksimum degere ulagtifi ve saturable mekanizma ile
gerceklestigi belirlenmistir. Isaretlenmemis peptid ve SP reseptorlerine baglanan
iki amfibian tagikinin olan fisalemin (physalemine) ve eledoisin (eledoicine) ile
yarigmali baglanma ¢aligmalari yapilmus ve baglanmamn spesifikligi
gosterilmistir. Onerilen isaretleme yontemi ve merkaptoetanol ile indirgeme
islemi ilk defa bu c¢alismada uygulanmis ve 6nceki arastirmalarda bildirilen
isaretleme yoOntemlerine gore daha fazla verimle reseptorlere baglanma
gosterilmistir.

Savunma mekanizmalarinin néropeptidler araciligi ile diizenlenmesi nérojenik
inflamasyon olarak isimlendirilen olaylarin neden oldugu doku hasarlarinda klinik
kosullarin birgogu ile iligkilidir. Bu hastalik seyirlerinde ve tedavi sirasinda
noropeptid derisimlerinin izlenmesi, hastalik aktiviteleri ile korelasyonlu
laboratuvar degerlendirmeleri i¢in mevcut uygun prosediirlerin olmayisina bagh
olarak zorluklar tasimaktadir. Bu problemi agsmak iizere doku biyopsilerinde
bulunan néropeptid derisimlerinin tayininde kullamlabilecek bir teknik
gelistirilmigtir. Teknik, rutin patolojik veya klinik degerlendirmelerden elde edilen
donmus kisimlarin morfolojik olarak tamimlanmis alanlarinin mikro-dissection
islemi ile alinmasi ve ardindan immunoafinite kapiler elektroforez ile
noropeptidlerin  analizini icermektedir. Bu islemler dizisinde immobilize
antikorlar kullamlarak ilgili néropeptidler yakalanmus, CE ile ayrilms ve LIF ile
saptanmistir. Sistemin bir avantaji SP, CGRP, Vasoactive Intestinal Peptide (VIP)
ve Noropeptid Y (NPY) igin bagil olarak hizh (yaklagik 10 dk) bir analize olanak
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saglamasidir. Isaretli numunenin analiz &ncesinde 6n temizleme islemleri de
elimine edilmistir, boylece yakalanmis analitlerin salinmasindan &nce bu tip
materyallerin yikanarak uzaklastinlmasina gerek kalmamustir. Teknik alisilmus
immunoassay teknigi kullanilarak elde edilen sonuglarla karsilagtinlmis ve
iistiinliigii gosterilmistir. Ayrica biyopsi materyalinin tammlanmis morfolojik
alanlarinda birden fazla néropeptidin (SP, VIP, CGRP ve NPY) ol¢iilebilme
iistiinliigiine de sahiptir (Philips, 1998).

Larsson ve Lutz (2000), kapiler elektroforez-kiitle spektrometri (CE-MS)
tekniginin kullamldidi peptid analizlerinde duyarliligin iyilestirilmesi igin
transient izotakoforez yontemini 6nermektedirler. Bu yontemle 0.9 pL hacimlerin
injeksiyonu miimkiin olmaktadir. Tek bir kuadropol kiitle analizor ile sheat (kilif)
stv1 elektrosprey arayiiz kullamlmistir. Oncelikle teknik, sitokrom C’nin triptik
dijesti i¢in kalitatif amagla uygulanmig ve disiik zemin giirtiltiilii ve ytiksek
kaliteli spektrumlar elde edilmigtir. Ikinci olarak segici iyon izleme (SIM) yontemi
ile peptidomimetik direk trombin inhibitérii olan melagatran (Mr 429.5) ve
endojen ndropeptidler olan SP (Mr 1348) ve kalsitonin gen iligkili peptid (CGRP,
Mt 3806) i¢in dogrusal aralik aragtirilmistir.

Freed ve ark. (2001) sigan striatum’ unda in vivo mikrodiyaliz ile elde edilen
numunelerde, SP metabolizmasii arastirmiglardir. SP, 0.2 pl/dk’da 5 saat
perfuse edilmis ve metabolizmasi 13 saatin iizerinde izlenmistir. Mikrodiyaliz
isleminin uygulanmasi ile elde edilen numuneler naftalen-2,3-dikarboksaldehit
(NDA)/siyaniir ile kolon éncesi tiirevlendirilmis, kapiler iginde ayrilmmg ve LIF
detektoriin  kullanildign  siklodekstrin-modifiye elektrokinetik kromatografi
(CDMEKC-LIF) ile saptanmugtir. SP’nin (3—11), (1-9) ve (1-4) fragmanlanm ve
daha kiigiik geniglikteki (1-7) fragmamm olugturmak tizere hizlica metabolizmaya
ugradign gosterilmistir. Metabolitler, SP ilavesinden sonra 2-3 saatte kararh
diizeylere ulagmiglardir.

Babu ve ark. (2003), sigan beyin doku ekstrelerinde biyoaktif bir néropeptid olan
SP’nin saptanmasi ve tayini i¢in kapiler zon elektroforez metodu gelistirmiglerdir.
Yontem, kati faz ekstraksiyon ve immunopresipitasyon (immuno-¢dkeltme)
tekniklerinin bir kombinasyonu ile saflastirma iglemlerinin ardindan kapiler zon
elektroforez ile ayirma iglemlerini igermektedir. Saflagtrma amaciyla yapilan
calismalarda SP’ye segici olan antikorlar ilgili analiti yakalamak icin
kullamilmistir. Tampon tipi ve derigimi, tampon pH degeri ve uygulanan voltaj
oibi farkli ayirma parametreleri yiiksek verimlilikte kapiler zon elektroforez
ayirma saglamak icin incelenmistir. Ayirma tamponu olarak pH degeri 2.5 olan
100 mM fosfat tamponu kullanilmug ve 185 nm dalga boyunda ¢aligilarak
muamele edilmemis ergitilmis silika kapiler ile aymma saglanmistir. Asidik
ortamda yapilan elektroforez ve bagarili yikama islemleri ile adsorpsiyon
problemleri ¢oziilmiistiir. Yontem 15 dk. nin altinda analiz stiresi ve % 3.91 bagil
standart sapmaya olanak saglamaktadir. SP, aym zamanda, Matriks Destekli Lazer
Desorpsiyon Iyonizasyon-Ugus Zamanli-Kiitle Spektrometri (MALDI-TOF-MS)
ile kantitatif olarak analiz edilmis ve veriler kapiler zon elektroforez verileriyle
karsilastirilmistir. Miligram diizeydeki beyin dokusu kullamlarak kapiler zon
elektroforez ve MALDI-TOF-MS yoéntemlerinin birlikte kullanimi ile SP nin
pikomol alt1 diizeylerde miktar tayini gdsterilmistir.
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Babu ve ark. (2004), SP noropeptidinin sigan beyin dokularinda MALDI-MS
(matriks-destekli lazer desopsiyon iyonizasyon-kiitle spektrometri) analizine
uygun immunopresipitasyon prosediiriinii tamimlamislardir. Beyin doku
ekstrelerinden  SP’ye  yonlendirilmis  antikorlar ile SP  ¢oktiiriilmils
(immunopresipitasyon), MALDI TOF-MS ile analiz edilmistir. Kiitle
spektrometrik analiz ile tek yikli [M+H]" iyon pikinin SP’nin molekiler
kiitlesine karsilik geldigi ve 1.6% saptama hatasi ile gozlendifi gosterilmigtir.
Miligram diizeyindeki beyin dokusu érneklerinde bu yontem kullamlarak pikomol
miktarlarinda SP saptanabilmektedir.

Frerichs ve ark. (2004), SP tayini i¢in CE ile LIF saptamay: temel alan bir analitik
yoéntem gelistirmiglerdir. SP, florojenik bir reaktif olan NDA ile CE-LIF sistemine
injeksiyondan once tiirevlendirilmistir. Kolon Oncesi tirevlendirme semasi
injeksiyon zenginlestirme teknikleriyle birlestirildiginde SP’nin saptanmasi
nanomolar alt1 diizeylere inmektedir. Injeksiyondan dnce numuneye 6n deristirme
uygulanmadigi halde saptama smri (LOD) 100 pM elde edilmistir. 5 nM SP
iceren alti farkli standart numune ile tekrar edilebilirlik ¢alismasi yapildiginda %
6.8 bagil standart sapma elde edilmis, gb¢ zamanlar igin tekrar edilebilirlik %
0.08 bagil standart sapma diizeyinde bulunmustur. Bu yodntem, tiikriik
numunesindeki SP’nin tayininde kullanmilmis ve insan tiikrilk numunesindeki SP
miktari 3 nM olarak belirlenmistir.

Phillips ve Wellner (2006), ¢ip-temelli immunoafinite kapiler elekiroforezi
kullanarak klinik numunelerde né&ropeptidlerin 6Slctilmesi icin bir ydntem
gelistirmislerdir. Cip temelli cihazlarin istiinliigi bagil olarak hizli analiz, reaktif
sarfiyatinin diisiik diizeyde olmasi ve klinik tarama ve tanilara uygulama kolaylig
olarak bildirilmektedir. 1ki ¢ipi bulunan kapiler elektroforez sistemi dizayn
edilerek performans: néropeptidlerin eglik ettii kas agrili hastalarin doku
sivilarinda iltihap olugturan noropeptidlerin derigimlerinin huzhh bir sekilde
olgiilmesiyle degerlendirilmistir. Olciilen néropeptidler SP, CGRP ve VIP’tir. Her
iki ¢ip de ticari olarak mevcut olan ¢ip elektroforez sistemine uygun kilmak i¢in
tiretilmistir. Ciplerden biri ilgili analiti yakalamak i¢in immobilize antikor dizisi
iceren immunoekstraksiyon portu olarak ve digeri -elektrokinetik akig
immunoanalizi gergeklestirmek i¢in dizayn edilmistir. Karmasik biyolojik
sivilarda iltihap olusturan biyoisaretleyicilerle yapilan ¢aligmalarin sonuglan
yaygin olarak kullamlan ticari olarak mevcut yiiksek duyarliliktaki
immunoanalizlerle kargilastirildiginda, iki ¢ip bazli sistemlerin bagil olarak hizh
ve dogru prosediir saglayabildigi gosterilmigtir. 12 farkl iltihaplanma-iligkili
mediyatér bu sistem kullanilarak yaklasik 2 dakikada belirlenebilmektedir,
halbuki akis immunoanaliz ¢ipinin kullanildigi sistemle islemler 30 dakika
stirmektedir.

Beaudry ve Vachon (2006), sigan omuriligindeki SP derisimini belirlemek igin
hizli ve secici bir yontem gelistirmislerdir. Sivi kromatografisi- elektrosprey-
kuadrupol iyon tuzagi-kiitle spektrometri (SK-ESI-QIT-KS) ile analizler
gerceklestirilmistir. Ayirma islemlerinde metanol:%0.1 formik asit igeren gradient
hareketli faz 0.2 mL/dk akis hizinda C18 (50x2.1 mm) analitik kolona verilerek
uygulanmis ve omurilikteki analizler i¢in 10-500 pmol/mL analitik aralik
incelenmistir. LOD degeri 10 fmol olarak gdzlenmistir. Gelistirilen yontemin
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sigan omuriliginde SP’yi teshis ve tayin etmek icin gerekli olan secicilik,
duyarlilik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve kararlilik karakteristiklerine sahip
oldugu gosterilmistir.

Phillips ve Wellner (2007), insan deri biyopsilerinin biyokimyasal analizinde
kullamlmasi i¢in yan otomatik ¢ip temelli immunoafinite kapiler elektroforez
yontemi gelistirmislerdir. Biyopsi dokularinin microdissection ile saglanmasi ve
¢ozliniirlestirilmesi igleminden sonra analizi hedeflenen biyomarkerler 12
antikorlu bir panel kullamlarak immunoafinite teknigi ile yakalanmis ve ¢ipin
ckstraksiyon portunda bulunan cam fiber disk iizerinde konumlandirilmistir.
Yakalanmis analitler 635 nm de 1511 yayan laser boya ile isaretlenerek ayirma
kanalina elektroeliisyon ile aktarilmugtir. Analitlerin tamamu igin elektroforetik
ayirma 2.2 dk i¢inde her bir pikin online LIF saptanmasi ve pik alani integrasyonu
ile saglanmigtir. Cip temelli sistemden elde edilen sonuglar ticari olarak bulunan
yiiksek duyarliliga sahip immunoassay ile karsilastirilmig, ¢ip temelli kapiler
elektroforez tayinin kompleks biyolojik materyallerde iltihap olusturan
biyomarkerlerin (IL-1f, IL-6, IL-8, TNF-a, IFNy, TGF-(IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-qa,
IFNy, TGF- B, MIP-la, MCP-1, SP, CGRP, NY, VIP) derisiminin
belirlenmesinde hizli ve dogru bir prosediire olanak sagladigi belirlenmistir.
Onerilen sistemin dogruluk ve kesinliginin klasik immunoassay ile
karsilastirilabilir diizeyde oldugu bildirilmektedir. Gelistirilen y6ntemin g¢esitli
biyomedikal analizlerin genig bir aralifinda uygulanabilir oldugu ifade
edilmektedir.

SP norodejeneratif hastaliklarin yani sira agri ve depresyon ile de iliskilidir.
SP’nin bu advers etkilerinin gogunun, potansiyel olarak kan-beyin engelinde
olusan metabolitlerine bagl oldugu diigiiniilmektedir. Kan-beyin engelinin invitro
modeli olusturularak yapilan bir ¢alismada SK-KS/KS yontemi ile SP’nin
metabolizmas1 aragtinlmigtir. SP  metabolizmast 100 nM-10 pM derisim
aralifinda non-saturable bulunmus, 5 saat sonra peptidin yaklagik %70°1
bozulmadan kalmigtir. Bu y6ntemle SP’nin baslica metabolitleri 3-11 ve 5-11
olarak belirlenmigtir. Daha &nce bildirilmeyen 5-11 ve 6-11 metabolitleri de ilk
defa bu ¢alisma ile bulunmustur. Daha az miktardaki SP metabolitleri olan 1-9 ve
2-11 de teshis edilmistir. Kan beyin engelinde olugsan SP metabolitlerinin, zamana
kars1 profili verilmektedir. Bu g¢alismada elde edilen sonuglar ile, SP’nin
farmakolojisinde kan-beyin engelinin rolii aydinlatilmigtir (Chappa ve ark., 2007).

Wang ve ark. (2009), yenge¢ (Cancer borealis)’in noroendokrin organlarindaki
néropeptitlerin kiitle spektrometrik analizi i¢in, basitlestirilmis numune hazirlama
ve kiigiik 6l¢ekli ayirmay: birlestiren iglemler nermektedirler. Noropeptitlerin
ekstraksiyonunu iyilestirmek i¢in, yaygin bir MALDI matriksi olarak kullamlan
sulu ¢6zeltide doygun derisimde hazirlanmig 2,5-dihidroksibenzoik asit (DHB) ile
basit ve tek basamakli bir ekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. DHB kapiler
elektroforezde ¢alisma elektroliti olarak da kullamlmig ve MALDI-Fourier
Transform kiitle spektrometrik (FT-MS) saptama ilk defa bu calisma ile
gOsterilmigtir. Yontemin aralarinda SP’ninde bulundugu dokuz farkli néropeptidin
analizinde hem peptid ektraksiyonu islemleri hem MALDI saptama icin uygun
oldugu, peptid kangimlarimin CE-MALDI-MS analizinde aymrma giicli ve
duyarhihm iyilestigi bildirilmektedir.
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SP ve CGRP noropatik agr gelisimi ve devam eden siirecte dnemli bir role
sahiptir. Beaudry ve ark. (2009), sigan omurilik &rneklerinde SP, CGRP ve
dinorfin A’nin SK-ESI/KS/KS ile karakterizasyonu, teshisi ve miktar tayini i¢in
bir yontem onermislerdir. Ornekler alindiktan sonra TFA ¢ézeltisinde homojenize
edilmistir. Kromotografik ayirma igin C8 (100x1 mm) kolon ve 75 pL/dk akis
hzinda 19 dk siire dogrusal gradient (0:100, ACN:0.2 % formik asit, 40:60)
uygulanarak 32 dk iginde analiz tamamlanmgtir. Sigan omuriliginde peptidler full
scan KS/KS spektrumlari kaydedilerek teshis edilmigtir. Dogrusallik, kesinlik ve
dogruluk parametrelerinin  analizlerin  yiiriitilmesi  igin uygun oldugu
gosterilmistir. Ardindan yapilan sigan omuriligi analizlerinde SP i¢in 110.7
pmol/g, CGRP i¢in 2541 pmol/g endojen derigimler bulunmugtur. Geligtirilen
yontemin noropatik ve kronik agrnin  hayvan modellerinde noropeptid
regiilasyonunun belirlenmesi i¢in yararli olacag bildirilmektedir.

Cavazza ve ark.(2011), SP’nin CE-MS ile saptanmasi ve miktarinin yeni analitik
metotla degerlendirilmesi igin es eksenli siv1 ara yiizey kaplama gelistirmislerdir.
Bu yontem, insan osteosarkoma SaOS-2 hiicre hatti ile SP’nin inkiibasyonu
sirasinda SP’nin enzimatik hidrolizinin degerlendirilmesi i¢in uygulanmugtir.
SP’nin yikilmas: ile agifa ¢ikan amino asitlerin analizi es zamanh ve aym
elektroforetik kosullarda yapilmistir ve SP’nin kaybolusu ile paralel, amino asit
olusumunun kinetik tanimlanmasina izin veren sonuglar elde edilmistir. Intact SP
ve serbest amino asitler 600 s inkiibasyon siiresi boyunca izlenmistir. SaSO-2
hiicrelerinin varliginda asin hizli hidroliz gosteren peptidlerin yan omrii 4.3 s
olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar, endopeptidazlarin aktivitesinin
olusumunun ve ardindan aminopeptidaz aktivitesinin primer bag kirilmasindan
sonra olusan serbest amino asitlerin salimmdan sorumlu oldugu hipotezine yol
agmaktadir.

Pailleux ve ark. (2012), farelerde TRPV1 reseptoriiniin ¢ikarilmasinin merkezi
sinir sisteminde bulunan SP ve Norokinin A ekspresyonunu degistirdigini
kantitatif kiitle spektrometri analizinde ortaya ¢ikarnuglardir. Noropeptid
derigimlerini 6lgmek i¢in Stvi Kromatografi Tandem Kiitle Spektrometri (LC-
MS/MS) kullanarak spinal cord ve beyin dokularinda secici ve duyarh bir metod
gelistirmiglerdir.

Cizelge 1’de P Maddesi ve Kalsitonin Gen-lligkili Peptid igin literatiirdeki
kantitatif tayin parametreleri gosterilmistir.
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Cizelge 1. P Maddesi ve Kalsitonin Gen-liskili Peptid icin Kaynaklardaki Kantitatif Tayin

kosullar
Ornek Tayin Yontemi | Saptama Tarzi LOD Degeri Kaynak
Sigan omuriligi HPLC- ESI-QIT-MS SP Beaudry ve
ESI/MS/MS 7 pmol/mL ark.(2009)
CGRP
65 pmol/mL
Si1g1r beyin LC/MS/MS ESI-MS 1nM Chappa ve ark.
mikrovaskiiler (2007)
endotel hiicresi
(BBMEC)
Sigan beyin CZE-MALDI- MALDI-TOF- 0.5-20 pmol/pl Babu ve ark.
dokusu TOF-MS MS (2004)
Sigan beyin CZE-MS ESI-MS 6 nmol/L. Larsson ve Lutz
dokusu (2000)
Tiikriik CE LIF 100 pM Frerichs ve ark.
(2004)
Sican striatumu CDMEKC LIF 2.5-26.5 nM Freed ve ark.
(2001)
Sican beyin CZE UV detektor 0.25 Babu ve ark.
dokusu pmol /ul (2003)
Insan CE- MS ESI-IT-MS 0.02 umol/L Cavazza ve ark.
osteosarkoma (2011)
SaSO-2 hiicre
hatt
Sigan omuriligi LC-ESI-QIT ESI-QIT-MS 10 fmol Beaudry ve
Vachon (2006)
Fare omuriligi HPLC- ESI-IT-MS 99.9-165.8 Pailleux ve ark.
ESI/MS/MS fmol/mg (2012)
Fare beyin 137.4-258.5
dokusu fmol/mg

P Maddesi ve Kalsitonin Gen-iliskili Peptid’in Enzim Bagh Immunosorbent
Analizi ile ilgili Kaynak Bilgisi

Ebersberger ve ark. (1999), sigan dura mater encephali’den SP, CGRP ve
prostaglandin E2 (PGE:2) salimmmi sonrasi in vitro elektriksel ve kimyasal
uyarilmay1 arastirmiglardir. SP, CGRP ve PGE: diizeyleri EIA Kit kullanilarak
belirlenmistir. LOD degeri CGRP igin 2 pg/mL, SP ve PGEz i¢in 10 pg/mL dir.
SP, CGRP ve PGE2’nin bazal salinimi sirasiyla 19.3+11 pg/mL, 20.9+12 pg/mL
ve 305+250 pg/mL olarak dl¢iilmiistiir.

Frobert ve ark. (1999), CGRP’nin karakterizasyonu ve uygulamasi i¢in duyarh bir
rekabet¢i immunoassay analiz yontemi gelistirmiglerdir. Sican CGRP’ye karsi
yonelik 30 tane fare monoklonal antikor (mAbs) elde etmislerdir. Bu antikorlar N-
terminal ve C-terminal peptid olmak {izere 2 gruba ayrilmistir. mAb CGRP-83
capture antikor, mAb CGRP-72 izleyici ve asetilkolinesteraz enzimi ile isaretleme
yaparak 2 tarafli immunometrik analiz gelistirilmigtir. Analizin LOD degeri 2
pg/mL’dir. Tiim insan ve murin (fareye ait) CGRP izoformlarinda kantitatif
olgtiimlere imkan saglamaktadir. Rekabet¢i immunoassay yontem ile 6lgiilen
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calcitonin gene-related peptide-like (CGRP-LI) diizeyleri sigan beyin ve omurilik
dokusunda sirasiyla 7.2 pmol/g ve 368.3 pmol/g ve sigan beyin ve omurilik
dokusunda sirasiyla 6.9 pmol/g ve 334.5 pmol/g olarak 6lgiilmiigtiir.

Averbeck ve Reeh (2001), izole si¢an derisinden CGRP, SP ve PGE: salinimim
uyaran inflamatuvar mediyatorlerin  etkilesimini  incelemiglerdir. Enzim
immunoassay yontemi kullanarak sigan sirt derisinin fleplerinden (viicudun bir
kismindan kesilip diger bir kismina eklenen doku pargasi) izole edilen SP, CGRP
ve PGE: salmimimi uyaran asit pH ve bradikinin, serotonin, histamin,
prostaglandin arasindaki etkilesimleri aragtirmuglardir. CGRP, SP ve PGE: igin
belirlenen tayin sinirlan sirasiyla 2 pg/mL, 10 pg/mL ve PGEz i¢in 30 pg/mL’dir.

Bondy ve ark. (2003), depresyon hastalarinda serum SP diizeylerini analiz
etmiglerdir. SP &l¢limleri igin rekabet¢i EIA Kit kullanmuslardir. Saglikli
bireylerden olusan kontrol grubunda serum SP diizeyleri 132-458 pg/mlL
aralifinda bulunmustur. Ila¢ kullanmayan depresyon hastalarinda serum SP
diizeyi 200-618 pg/mL bulunmustur.

Harada ve ark. (2007), notrofil aktivasyonunun lafutin, Ho>-reseptér ile
inhibisyonun si¢anlarda duyusal néron aktivasyonunun artirilmasinin  stres-
indiiklenmis  gastrik mukozal yaralanmalarin azaltilmasina  katkisim
arastirmiglardir. Gastrik CGRP diizeyi spesifik EIA Kit kullanilarak analiz
edilmistir. CGRP analizinin duyarlilign 10 pg/mL’dir.

Song ve ark. (2006), modifiye edilmis sandwich enzim immunoassay kullanarak
kuru kan noktalarinda (dried blood spots) CGRP &lgiimii yapmuglardir. Aym
bireylerden alman serum ve plazma dizeylerini eluat diizeyleri ile
karsilastirmiuglardir. Matriks etkisinden kaginmak igin CGRP standart ¢ozeltileri
ve kalite kontrol ¢ozeltileri EIA tamponu yerine CGRP plazma/serum i¢ermeyen
veya yikanmug eritrositler ile dilue edilmis ve yeniden sulandirilmistir. Serum,
plazma ve eluatdaki CGRP ol¢timlerinde CGRP EIA kit prosediirii kullamlmustir.
Modifiye edilmis yeni EIA sistemi CGRP derigimini 3.9-7.8 pg/mL 6lgebilecek
kadar duyarli ve spesifiktir. Eluat numunelerindeki CGRP derisimi serum ve
plazmadakilere gore biraz daha yiiksek bulunmustur.

Eberhardt ve ark. (2008), dorsal root ve trigeminal ganglia’dan intact izole edilen
CGRP salmimini arastirmiglardir. Dorsal root ganglia ve trigeminal ganglia doku
numunelerinde ticari EIA Kitler kullanarak SP, CGRP ve PGE: diizeylerini
belirlemislerdir. Tayin simrlann SP i¢in: 8 pg/mL, CGRP i¢in: 2 pg/mL ve PGE2
icin 15 pg/mL olarak belirlenmistir.

Erin ve ark. (2012), kronik gastrit veya iilseri olan hastalarda 6zellikle SP, CGRP
ve VIP noropeptid diizeylerinin yam sira neprilysin diizeylerindeki degisiklikleri
incelemislerdir. EIA y6ntemini kullanarak kronik gastrit veya iilser hastalarindan
alinan biyopsi dokularinda SP, CGRP ve VIP peptid diizeylerini belirlemislerdir.
SP i¢in tayin simrt 10-250 pg/mL, VIP i¢in tayin simri 200 pg/mL’°dir. Gastrit
doku numunelerinde CGRP miktari tayin edilememistir.
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Beyin Dokusundan P Maddesi ve Kalsitonin Gen-Iligkili Peptid
Ekstraksiyonu ile ilgili Kaynak Bilgisi

Sican CGRP Enzim Immunoanaliz (EIA) Kit (Cayman), beyin-omurilik stvist gibi
dokular EIA tampon igerisinde 1:20’den daha fazla seyreltilmisse dogrudan analiz
edilebilir. Omurilik gibi dier dokular ekstraksiyon prosediiriinden sonra analiz
edilebilir. Temel olarak, prosediirde doku 2N asetik asitte homojenize edilir,
90°C’de 10 dk isitilir, santrifijjlenir, siiziintii kurutulur ve EIA tamponunda
¢oziiliir (http-2).

Frobert ve ark. (1999), CGRP i¢in duyarli bir sandvi¢ enzim immunoassay
yontemi gelistirerek, karakterizasyonu ve biyolojik numunelerde uygulamasim
gostermislerdir. Beyin ve omurilik ekstrelerindeki uygulama igin, beyin minus
cerebellum ve omurilik (3g doku i¢in 12 mL 2 M asetik asit) Ultra-Turrax cihazi
kullanilarak homojenize edilmigtir. Ekstreler 95 °C’de 10 dk 1sitilmig ve 20000 x
g’de 45 dk santriftij edilmistir. Biiylik proteinlerin gogu ultrafiltrasyon ile
siiziintiiden uzaklastinlmistir. Daha sonra filtratlar béliintip dondurularak
kurutulmus ve -20 °C’de saklanmigtir. Analizden 6nce EIA tamponu igerisinde
¢oztlmiistiir.

Larsson ve Lutz (2000), 10 mg dolayindaki sigan beyninden saglanan ndronal
doku numunelerini 100 pL 0.1 M HCl ekleyerek homojenize etmigler,
santrifiijden sonra supernatam 3 defa 350 pL dietil eter ile muamele etmislerdir.
Sulu faz ayrilarak C18 SPE kolona aktarilmistir. Kolon 500 pL 0.1% TFA ile
yikandiktan sonra SP ve CGRP, % 0.1 (Wh) TFA igeren 100 pL asetonitril ile
ekstre edilmistir. Ekstre kuruluga kadar buharlagtirilmig ve kalint1 10 uL. 10 mM
amonyum asetat ile ¢Oziilmistiir. Standart peptidlerin ¢ozeltilerini 10 mM
amonyum asetat ile hazirlayarak seyreltmislerdir.

Babu ve ark. (2003), tam tartilmig (423 mg) beyin dokularini 1 M asetik asit (4
ml) i¢inde siispande ederek 15 dk kaynatmuslardir. Numune oda sicakligina kadar
sogutulduktan sonra homojenize edilmig ve 4°C’de 20000 x g’de 20 dk santrifiij
edilmistir. Stipernatan ayrilarak alinnug ve pellet tekrar 1 M asetik asit ile
yikanarak santrifiij edilmistir. Pellet atilmug ve iki siipernatan birlestirilmigtir.
Supernatan liyofilize edilerek pH degeri 8.0 olan fosfat tamponunda ¢oziilmiistiir.
Coziinmeyen kistm 20000 x g’de 10 dk 4°C’de santrifiij edilerek atilmig ve ¢ozelti
esit kisimlara ayrlarak analize kadar -20°C’de saklanmustir. Kati faz
ekstraksiyonu i¢in Sep-Pack C18 kartus kullamlmistir. Kartus 1 mL asetonitril,
10-25 mL. TFA (%1 h/h) ile kosullandirlmistir. %1 TFA mn esit hacimleri
numuneye ve kartusa uygulanmigtir. Numune kartusa yiiklenmis ve 10-20 mL %]l
TFA ile yikanmistir. 3 mL ACN:%1 TFA (60:40, h/h) ile SP kartustan eliie
edilmis, ¢oziicli ucurulmus, liyofilize edilmis ve fosfat tamponunda yeniden
¢oziindliriilmiistiir.

Babu ve ark. (2004)’'min onerdigi yontemde, yaklasik agirlign 423 mg olan
dondurulmus beyin dokular1 hizlica 1 M asetik asit (4 mL) igerisinde
coziindiiriilerek, 15 dakika kaynatilmistir. Oda sicakhigina kadar sogutulduktan
sonra numune homojenize edilmis ve 4°C* de 20 dk 20000 x g’de santrifij
edilmistir. Pellet, 1 M asetik asit ile yikanmig ve yeniden santrifiijlenmis, sonugta
olusan siiziintii biriktirilmistir. Pellet atilmig ve iki siiziintii birlestirilmigtir.
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Siiziintiiler liyofize edilmis ve fosfat tampon sisteminde (pH 8.0) yeniden
¢6ziinmiistiir. Coziinmeyen maddeler 20 pL 0.1% TFA (v/v) kullamilarak tekrar
¢oziinmiis ve siiziintiiler toplanmig ve -20 <C’ de saklanmigtir.

Erin ve Clawson (2004), ELISA protokoliinii kullanarak kalp, cilt ve akciger
ekstrelerinde SP 6l¢iimiinii  gergeklestirmiglerdir. Ekstraksiyon prosediirii 2
basamaklidir, asit ekstraksivonunu kolon ekstraksiyonu izlemektedir. 10 mg
dolayinda doku ekstresinde SP etkili bir sekilde 6lgtilmiistiir. 5-8 haftalik Balb-c
disi fare dokular1 siv1 azot igerisinde dondurulmus ve SP ekstraksiyonundan 6nce
-80°C’de saklanmustir. Buz iizerine konulan dokular 1-2 mm pargalar halinde
kesilmis, tartilmis ve buzda sogutulmus fizyolojik tamponda (PBS) 2 kez
yikanmustir. Daha sonra 100°C’de 30 dakika 1 mL 2 M asetik asit ile inkiibe
edilmistir (asit ekstraksiyonu). SP 1 mL (30 mg) Oasis ekstraksiyon kartugu
kullamlarak daha fazla ekstrakte edilmisticr (kolon ekstraksiyonu). Asit
ekstraksiyonundan sonra, numuneler oda sicakliginda 16000 x g’de 3 dk santrifiyj
edilmis ve siiziintiiler kolon ekstraksiyonu i¢in kullamlmistir. Kartus 1 mL
metanol ve 1 mL distile su ile sartlanmistir. Vakum manifold, numuneleri
kartusun igerisine gekmek igin kullamlmistir. Kartus 1 kez su ile yikanmugtir. SP
yavasca (1 dk’dan uzun siirede) 1 mL asetonitril:%1 TFA (60:40) ile elue
edilmistir. Eliisyon tamponu vakum altinda buharlastirilmis ve numuneler 100-
600 uL SP ELISA tamponu igerisinde yeniden ¢oziinmiigtiir.

Beaudry ve Vachon (2006), yaptiklar: ¢aligmada sigan omuriligi &rneklerini 1:5
(a/h) oraminda homojenize etmek i¢in % 0.25 (h/h) TFA ¢ozeltisi kullanmuglardar.
Numuneler 15 dk ultrasonik banyoda tutulmug ve 200 pL homojenat, 200 pL i¢
standart ¢o6zeltisi (asetonitril igerisinde hazirlanmig 100 ng/ml reserpin) ile
kanstinlmistir. Numuneler vortekslenmis ve 12000 x g’de 10 dk santrifijjlenmis
ve siiziintii enjeksiyon vialine analiz i¢in aktarilmistir.

Wei ve ark. (2006), off-line Kapiler Sivi Kromatografisi (CLC) ile birlestirilmis
Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon—Ugus Zamanli Kiitle
Spektrometri (MALDI-TOF-MS) ve Ucus Zamanh Kiitle Spektrometri -Ugus
Zamanh Kiitle Spektrometri—Kiitle Spektrometri (TOF/TOF-MS) kullanarak,
mikrodalga ile fikselenmis sigan beyin dokusundaki néropeptidlerin tanimlanmasi
ve miktar tayini i¢in yontem gelistirmislerdir. SP miktar1 daha o6nce sigan
striatumunda bildirilene gére ~6.8 kat daha yiiksek bulunmustur. Bu artis
mikrodalga ile fikseleme islemine baglanmistir. Mikrodalga ile fikseleme peptidin
bozulmasim, agresif ekstraksiyon prosediirlerini ve analizde SP’nin
oksidasyonunu énlemistir. Striatum dokusu (20-40 mg) 145 mM KCl, 8 mM SDS
ve % 0.25 asetik asit igeren soguk (4°C) homojenizasyon ¢ozeltisi (0.25 mg/pL)
igerisine yerlestirilmigtir. Doku/homojenizasyon ¢ozeltisi 1 saat buzda bekletilmisg
ve her 10 dakikada 5 s ultrasonik banyoda tutulmustur. Homojenat 4°C 20000 x
g’de santrifiij edilmigtir. Proteinler ve noropeptidlerin her ikisini igeren siiziintii
doku ¢okeltisinden uzaklagtirilmig ve Microcon Y10 santrifiij filtre kullamlarak
filtrelenmistir. Daha sonra filtre cihazi santrifiije yerlestirilmis ve 14000 x g’de 45
dk dondiiriilmiigtiir. Peptid bakimindan zengin filtrat analize kadar 15 pL’lik
kisimlar halinde siv1 azot icerisinde -80°C’de saklanmustir.

Beaudry ve ark. (2009), izofluran ile derin anestezi yapilmis erkek Sprague—
Dawley siganlann (n = 8) lomber bélgesinden sagladiklari omurilik numunelerini
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acilen soguk hekzanda (kuru buz banyosunda tutulmug) dondurarak analize kadar
—80°C’de saklamustir. Bu isleminin ardindan dokular tartilarak homojenize
edilmigtir. Sigan omuriliklerine 1:5 (a/h) oraninda % 0.25 TFA ¢ozeltisi eklenerek
homojenize edilmistir. Numuneler 15 dk ultrasonik banyoda tutulmus ve 200 puL
homojenat 200 pL i¢ standart ¢ézeltisi (asetonitril igerisinde hazirlannug 500
ng/mL tilosin) ile karigtirllmigtir. Numuneler vortekslenmis ve 12000 x g’de 10 dk
santrifiij edilmistir ve siiziintii analiz i¢in enjeksiyon vialine aktarilmsgtir.

Ferland ve ark. (2011), yaptiklart calismada sigan omuriliklerine 1:5 (a/h)
oraminda % 0.25 TFA c¢ozeltisi ekleyerek numuneleri homojenize etmislerdir.
Numuneler 20 dk ultrasonik banyoda tutulmus ve homojenatin 150 plL’si 150 pL
asetonitril ile kangtirilmastir. Numuneler vortekslenmig, 12000 x g’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Stizlintiinin 150 pL’si enjeksiyon vialine aktarilmis ve
internal standart ¢ozeltisinin 150 pL’si eklenmistir. Vialler kapatilmis ve analizin
baglangicinda vortekslenmisgtir.

Erin ve ark. (2012), kronik gastrit veya {ilseri olan hastalarda 6zellikle SP, CGRP
ve VIP néropeptid diizeylerinin yam sira nefrilisin diizeylerindeki degisiklikleri
incelemislerdir. Bivopsi numuneleri kiigiik parcalara ayrilmis ve 1 mL %2 asetik
asit eklenerek 95°C’de 10 dk bekletilmistir. Siiziintii biriktirilmigtir. 1lk
ekstraksiyon noronal SP’yi icermektedir. Ikinci ekstraksiyonda peptidin non-
ndronal béliimii 1 ml %2 asetik asit eklenerek 95 °C’de 50 dk bekletilmistir. Her
iki ekstraksiyona ait stiziintiiler biriktirilmistir. Siiziintiiler tamamen kurutulduktan
sonra 150-300 pL. EIA tamponu igerisinde ¢oziilmiigtiir.

Pailleux ve ark. (2012)’min onerdifi yéntemde, fare dokularindan tam tartim
alinmug, tissue tearor kullanilarak homojenize edilmis ve ardimndan 1:5 (a/h)
oraninda % 0.25 TFA ¢ozeltisi eklenmigtir. Numuneler 20 dk ultrasonik banyoda
tutulmug ve 150 puL homojenat 150 uL asetonitril ile karistirtlmistir. Numuneler
vortekslenmis ve 12000 x g’de 10 dk santrifiij edilmigtir. Stipernatanin 150 plL’si
enjeksivon vialine aktarilmig, daha sonra i¢ standart g¢ozeltisinin 150 plL’si
eklenmistir.
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GERECLER

Kullanilan Kimyasallar
Asetik Asit

Asetonitril

CGRP

CGRP Enzim Immuno Analiz Kit
Formik Asit

Kromatografik Su

SP

SP Enzim Immuno Analiz Kit
Trifloroasetik Asit

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Amerika
: Bachem, Amerika

: Cayman, Amerika

: Sigma-Aldrich, Amerika
: Merck, Almanya

: Bachem, Amerika

: Cayman, Amerika

: Saglik Medikal, Tiirkiye
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Kullanilan Cihazlar
Buzdolab

ELISA Okuyucu
Hassas Terazi
Homojenizator

SK-KS

SK-KS/KS

Microcon YM10 Filtre
Santrifiij

Su Banyosu

Ultrasonik Banyo
Vakumlu Buharlastirici

Vorteks

Kolon

Filtre

: Argelik, No Frost&Electronic, Tiirkiye

: Bio Tek-Power Wave XS, ABD

: Mettler Toledo, Tiirkiye

: Potters B. Braun International, Almanya
: Agilent Technologies, LC1100, Almanya

Agilent 1100 kolon firmm

Agilent 1100 pompa

Agilent 1100 oto enjektor

Agilent Technologies, MS Trap SL, ABD

: Agilent Technologies, LC1290, ABD

Agilent 1260 kolon firimi
Agilent 1290 pompa
Agilent 1290 oto enjektor

Agilent Technologies, 6460 Quadrupole,
ABD

: Sartorius, Almanya

: Eppendorf Centrifuge 5810R, Almanya
: Memmert, WB14, Almanya

: Ultrasonic, LC30, Almanya

: CentriVap DNA Vacuum Concentrators,

ABD

: Jeio Biotech, Kore

: Cs (150x2.1 mm, 3.5 pum) Zorbax narrow-

bore kolon, Agilent Technologies, ABD

: Saglik Medikal, Tirkiye
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YONTEMLER

Sivi Kromatografisi-iyon Tuzagi Kiitle Spektrometrisi ile Yapilan On
Cahsmalar

Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (SK-KS) temeline dayali teknikler,
peptidlerin biyolojik numunelerdeki kalitatif ve kantitatif analizlerine énemli katk:
saglamaktadir. Deneysel ¢alisma stirecine baglamirken SP ve CGRP’nin SK-KS
analizi ile ilgili mevcut kaynaklar taranmug, Sivi Kromatografisi-Ilyon Tuzag:
Kiitle Spektrometrisi ile SP’nin iyonlagmasi, kiitle spektrumunun elde edilmesi ve
fragmentlerine ayrilmasi kosullar: aragtirilmigtr.

SP’nin SK-KS analizine yonelik yapilan ilk deneysel aligmalarda Beaudry ve
ark., (2009) yaprmus oldufu ¢alismada bildirilen hareketli faz bilesimi temel
alinarak uygun derisimde (100 nM) SP ¢ozeltisi hazirlanmus, hareketli faz igerigi
ile ilgili gradiyent kogullar ayarlanarak SP’nin Ayrilmis Iyon Kromatogrami
(EIC) ve m/z (kiitle/yiik) spektrumu elde edilmigtir. SP’nin (+2) iyonlagmasina ait
m/z 600.4 degerinde bir pik gozlenmis, KS parcalanmasi elde edilmeye ¢alisilmig
fakat stabil bir fragment bulunamamigtir.

Daha sonra cesitli beyin dokularinda (beyin, beyin sapi, trigeminal ganglion)
bulunan SP iyonlasmasina ait m/z 600.4 pikinin olasi gézlenebilmesi igin TFA
ekstraksiyonu (Beaudry ve ark., 2009; Beaudry, 2010) yapilmus, doku matriksinin
temizlenmesi i¢in TFA ekstraksiyonun ardindan kati faz ekstraksiyon (SPE)
(Babu ve ark., 2003) uygulanmasi uygun goriilmiistiir. Kaynaklarda yaygin olarak
lullammina rastlanan asetik asit ekstraksiyonu, (Erin ve Ulusoy, 2009; Babu ve
ark., 2003) SP EIA Kit prosediiriinden yararlanilarak beyin dokusundan SP’yi
ckstre etmek i¢in deney planlari olugturularak uygulanmigtir. Ancak dokularin
SK-KS analizinde SP’ye ait m/z degerinde pik gozlenememistir. Cihazin diisiik
seviyelerde tayin yapmak icin yeterli olmadig diisiiniilerek S1vi Kromatografisi-
Tandem Kiitle Spektrometrisi (SK-KS/KS) analizi ile ilgili ¢alisma planlanmustir.
SP ve CGRP’nin beyin ve beyin sap: dokusundaki daha sonraki belirleme ve
saptama galismalarina SK-KS/KS cihaz ile devam edilmistir.

Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometrisi Caliymalar
Néropeptid ¢ozeltilerinin hazirlanist

SP’nin stok ¢zeltisini hazirlamak i¢in; 1 mg SP tartimi ahmarak 1 mL %5 (h/h)
asetik asit ¢ozeltisi igerisinde ¢oziinmiistiir. Bu gozeltiden 1/10 seyreltmeyle 0.1
mg/mL cozelti hazirlanmigtir. Ayni ¢dzeltiden 10 pL eppendorf viale alinarak,
asetonitril icerisinde hazirlanmig %0.5 (h/h) asetik ¢ozeltisi ile 1000 pL’ye
tamamlanmigtir.

CGRP stok c¢ozeltisi hazirlamak igin; vialin icerisinde yer alan 1 mg CGRP %5
(h/h) asetik asit ¢ozeltisi ile 1 mL’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden iki kez
seyreltme yapilarak 0.01 mg/mL ¢ozelti hazirlanmstir. Bu ¢ozeltiden 50 pL
eppendorf viale alnarak, asetonitril igerisinde hazirlanmis %0.5 (h/h) asetik
¢ozeltisi ile 200 pL’ye tamamlanmustir.

Her iki noropeptidin stok ¢ozeltileri kiigiik kisimlara ayrilarak, her ¢alismada taze
¢ozelti hazirlanmigtir. Cozeltiler -20 °C’de saklanmustir.
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Doku homojenizasyonu

Beyin ve beyin sapt dokusundan néropeptidlerin ekstraksiyonu i¢in, anestezi
altinda alinan doku numuneleri homojenizatér balonu igerisine alinarak, 3 mL 2
M asetik asit ile homojenize edilmigtir. Doku homojenati su banyosunda 90°C’de
10 dk bekletilmistir. Daha sonra oda sicakligina kadar sogutulmustur. 4°C 4000
rpm’de 30 dk santrifiij edildikten sonra siipernatan alinarak filtreden gecirilmistir.

SK-KS/KS analizi gerceklestirilmistir. Sekil 10°da doku hazirlama iglem
basamaklar gosterilmektedir.

AT

4000 rpm’de 30 dk santrifi Termostath su banyosunda 90°C’de

10 dk 1s1tma

llllllillﬂﬂlllllliml|II|1||

Filtreden gegirme Siv1 Kromatografisi-Tandem Kiitle
Spektrometrisi Analizi
Sekil 10. Doku Hazirlama islem Basamaklari

29




Kromatografik kosullar

Ayirma islemlerinde Cs (150x2.1 mm, 3.5 pm) Zorbax (Agilent) narrow-bore
kolon kullanilmigtir. Kolonun ters faz dolgusunun dusiik pH’da kararli olmas:
sentetik, dogal peptidlerin ve proteinlerin tanimlanmasint ve ayrilmasimi
saglamaktadir (http-3). Ayirma kolonuna 10 pL. numune enjekte edilmistir. SK-
KS/KS sinyallerinin belirlenmesi ¢alismalarinda ikili gradient hareketli faz sistemi
kullanilmastir. A hareketli faz1 % 0.2 (b/h) formik asit igeren saf su, B hareketli
faz1 ise % 0.2 (W/h) formik asit iceren asetonitril (ACN) olarak hazirlanmis,
filtreden stiziilmiis ve ultrasonik banyoda 30 dk bekletilerek ¢ozlinmiis gazlardan
armdirlmigtir. Akis hizi 0.2 mL/dk, kolon sicakligi 30°C olarak ayarlanmastir.
Kullamilan gradiyent sistem Cizelge 2’de verilmektedir.

Cizelge 2. Kullanilan Gradient Sistemi

Zaman (dk) A Hareketli Fazi (%) B Hareketli Fazi (%)
0 90 10
15 55 45
20 40 60 |
20.01 90 10 .

Kiitle spektrometresi kosullar:

KS sinyalleri SP ve CGRP i¢in m/z 100-1400 ve m/z 500-1500 aralifinda
taranmustir. ESI’da puiskiirtiici gaz olarak azot 45 psi basincinda uygulanmistir.
Kurutucu gaz olarak azot kullanilmis ve 300°C’de 5.1 L/dk hizda uygulanmigtir.
Sheath gaz olarak azot kullanilmg, 250°C’de 11.0 L/dk hizda uygulanmistir.
Iyonizasyon i¢in art1 polarite segilmigtir.

Noropeptidier igin optimizasyon parametreleri

Noropeptidlerin  SK-KS/KS analizinde optimizasyon parametreleri olarak
molekiiler ivon, fragmentor wvoltaji, fragman iyon, par¢alama enerjisi ve
hizlandiric1 voltaj degerlerini belirlemek tizere ¢aligmalar yapilmigtir.

Molekiiler iyon

Numune molekiiliiniin hi¢ parcalanmadan bir veya birden fazla elektron
kaybetmesi veya kazanmasiyla olusan iyon ‘molekiiler iyon® olarak
adlandirilmaktadir (Hoffmann ve Stroobant, 2007). SP’nin molekiiler iyon
belirlenmesi ¢alismasinda MS sinyalleri m/z 100-1400 tarama araliginda, pozitif
yonde iyonlastirilarak MS tarama yapilmigtir.

CGRP igin molekiiler iyon belirlenmesinde 500-1500 tarama araliginda pozitif
yénde iyonlastirilarak MS tarama modunda ¢alisilmigtir,

Fragmentor voltaji

Kapilerin ¢ikigina uygulanan voltaj ‘fragmentor voltaj® olarak adlandirilmaktadir
(http-4). Fragmentor voltajinin bulunmas1 SIM modunda gergeklestirilmigtir. SP
icin; molekiiler iyon (m/z 674.300) ve pozitif polaritede 10-147 V araliginda SIM
spektrumu alinarak, en yiiksek sinyal siddetinin elde edildigi 143 V degeri,
deneysel c¢ahisma siiresince kullanilacak olan fragmentor voltaji olarak
belirlenmistir. ‘
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CGRP icin, molekiiler iyon (m/z 952.200) ve pozitif polaritede 10-300 V
aralifinda SIM spektrumu alinmustir. 160 V degeri calismada kullanilacak
fragmentor voltaj1 olarak belirlenmistir.

Fragman iyon ve parcalama enerjisi

Molekiiler iyonun fragmentasyonu sonucu olugsan iyona ‘Fragman iyon’
denilmektedir (Hoffmann and Stroobant, 2007). Dértlii kiitle analizérlerinde bir
tane parcalama hiicresi bulunur. Bu hiicre genelde silindirik sekilde dizilmig alt1
ya da sekiz adet gubuktan olusur. Iyonlar ¢ubuklarin ortasindaki bosluktan ugar.
Pargalama hiicresi herhangi bir iyon ayirimi ya da taramasi yapmaz, uygulanan
elektriksel enerjiyi inert bir gaz aracihifi ile iyonlara aktarir ve iyonlarin
par¢alanmasini saglar (Sener, 2011; Hoffmann ve Stroobant, 2007).

Peptidin bir ucunda serbest a-amino grubuna sahip amino asit kalintis1 bulunur.
Bu uca N-terminal uc¢ denilmektedir. Diger ucunda ise serbest a-karboksil
grubuna sahip amino asit kalintiss bulunur. Bu u¢ C-terminal ug¢ olarak
adlandinlmaktadir. Diigiik collosion-induced dissociation (CID) sartlarinda,
peptidler fragmentlerine ayrilirlar. Bu ayrilma genellikle yiikiin bagh bulundugu
ugtan migrasyonu ile baglar. Bu terim ‘hareketli proton hipotezi’ olarak
adlandirilmakta ve peptid fragmentasyon mekanizmasimin temelini tegkil
etmektedir. Ancak peptidi olusturan Arg, Lys, His veya Pro gibi aminoasitlerin
konumu ve pozisyonu fragmentasyon prosesini etkilemekte, proton hareketliligine
engel olmaktadir (Schiitz ve ark., 2003; Garcia 2005).

Molekiiler iyon ve fragmentor voltaji belirlendikten sonra SP i¢in MS sinyalleri
100-1000 tarama araliginda, fragmentor voltaji (143 V), pargalama enerjisi (10,
20, 30 V) degerinde pozitif yonde iyonlastinlarak fragman iyon taramasi
yapilmustir. Parcalama enerjisi 30 V degerinde SP tamamen parcalanmig, fragman
iyon elde edilememistir. Pargalama enerjisinin 20 - 30 V araliindaki degerleri
i¢in tarama yapilmistir.

CGRP igin molekiiler iyon (m/z 952.200), tarama aralig1 (500-1500), fragmentor
voltaji (160 V), pargalama enerjisi (5, 10, 15, 20, 25, 30 V), pozitif polaritede
degerlerinde fragman iyon taramasi yapilmgtir.

Huzlandirict voltaj

Pargalama hiicresini olusturan silindirik alti cubugun uglar1 arasinda uygulanan
voltaj farki ‘Hizlandirici volta)® olarak tamimlanmaktadir (http-4). Hizlandirici
voltaj belirlemesi i¢in cihaz fragman iyon moduna alinarak, hizlandirici voltaj (1,
3, 5 ve 7 V) degerlerinde pozitif yonde iyonlastirilarak tarama yapilmistir.




Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometresi Yonteminin Validasyonu
Dogrusallik

Dogrusallik, gelistirilen yontemde analit cevabmin derisime kars1 dogru orantili
olarak degismesidir. 1 mg/mL derisimde standart SP ve CGRP’nin karisimim
iceren ¢ozelti kullanilarak yapilan seyreltmelerle kalibrasyon seti hazirlanmustir.
Seyreltmeler igin asetonitril igerisinde hazirlanmus % 0.5 asetik asit ¢ozeltisi
kullamlmigtir. SP ve CGRP karigiminin 7 farkli derigimden olusan (0.585 ng/mL.,
5.85 ng/mL, 58.50 ng/mL, 146.18 ng/mL, 292.35 ng/mL, 438.52 ng/mL, 584.70
ng/mL SP derigimleri ve 0.21 ng/mL, 2.1 ng/mL, 21 ng/mL, 51.760 ng/mL,
103.521 ng/mL, 155.28 ng/mL, 207.04 ng/ml. CGRP derisimleri) kalibrasyon
¢ozeltisi 3 set halinde hazirlanmigtir. Herbir set i¢in 3 tekrarli galisilmustir.

Belirtilen optimize kromatografik wve kiitle spektrometrik kosullarda
noropeptidlerin analizleri gergeklestirilmistir. Kalibrasyon grafiginin ¢izilmesi ve
dogrusalligin degerlendirilmesi amaciyla SP i¢in m/z 674.3 molekiiler iyon
pikinin Coklu Reaksiyon Izleme (MRM) sonucu olusan par¢alanma iirtinlerinin
m/z 600 ve m/z 254.4 EIC pik alanlar1 kullamlmistir. CGRP i¢in m/z 952.2
molekiiler iyon pikinin MRM sonucu olugan par¢alanma iiriinti m/z 1214 EIC pik
alanlari kullamlmagtir.

Dogrusal aralik, yeterli dogruluk ve kesinlikte dogrusallik saglayan yontemin alt
ve list sinirlan arasinda yer alan derigim araligidir. SP ve CGRP’nin derisimlerine
karsilik gelen pik alanlart dogrusal agirhikh regresyon (1/x) grafigi ¢izildikten
sonra dogrusal aralik SP igin 5.85-438.52 ng/ml. ve CGRP i¢in 0.21-155.28
ng/ml olarak belirlenmistir. Grafik ¢izimi i¢in GraphPad Prism (Version 6.b)
programi kullamilmustir.

Dogruluk, kesinlik ve tayin sinirt

Analizler sonucu elde edilen degerlerin dogru ve ger¢ek degere yakinligmm
olcisii dogruluk olarak tamimlanmaktadir. Aym yontemle elde edilen analiz
sonuglarinin  birbirine yakinlig1 kesinlik olarak tammlanmaktadir. SP igin
dogruluk ve kesinligin belirlenmesi i¢in, 3 farkli derisimde (5.85, 146.18 ve
438.52 ng/mL) hazirlanmis kalite kontrol standart ¢ézeltileri 6 tekrarli olarak
calisgtlmistir. CGRP i¢in dogruluk ve kesinlifin belirlenmesi igin, 3 farkh
derigimde (0.21, 51.76 ve 155.28 ng/mL) hazirlanmis kalite kontrol standart
¢ozeltileri 6 tekrarh olarak ¢alisilmigtir. Belirtilen optimize kromatografik ve kiitle
spektrometrik sartlarda analizleri gerceklestirilerek, pik alanlarina gére
degerlendirme yapilmstir.

Analizi yapilan maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak
miktarinin tayin edilebilecegi, dogrusallik aralii disinda olan veya aralifin en alt
sinirini olusturan derigim diizeyi tayin siur1 olarak tanimlanmaktadir,
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Secicilik

Analizi yapilacak numunede var olan ve analizi yapilacak maddeyle girigim
yapabilecek diger bilegenlerin yaninda analiz edilmek istenilen maddenin
olgiilebilebilmesidir. Peptid ¢ozeltilerinin diliisyonunda kullamilan asetonitril

icerisinde hazirlanmis %0.5 asetik asit ¢dzeltisinin kromatogramlari alinarak, SP
ve CGRP’ye ait alikonma zamaninda girigsim olup olmadiZ1 analiz edilmigtir.

Matriks Etkisi

Analizde istenmeyen analitlerin bulunusu veya numune igerisindeki girisim yapan
diger bilesenlerden dolay: dogrudan veya dolayli olarak cihazin vermis oldugu
yanitin degismesi matriks etkisi olarak degerlendirilir. Bu amacla biyolojik
numuneye ait kalibrasyon egrisi ile standart maddenin kalibrasyon egrisi
karsilagtirilir. Matriksin bulundugu ortamda (beyin ve beyin sap1 numunesindeki)
peptid icin elde edilen pik alam1 matriksin bulunmadig1 ortamdaki pik alanina
oranlanarak matriks faktorii hesaplanir. Matriks faktoriiniin %BSS (Bagil Standart
Sapma) degeri %15°den biiyiik olmamalidir (http-5).

SP ve CGRP i¢in herbir derigime ait doku numunelerinin kalibrasyon egrisindeki
pik alanlarn standart SP ve CGRP ¢ozeltilerine ait kalibrasyon egrisindeki pik
alanlarina oranlanarak matriks fakt6rii ve matriks fakt6riine ait %RSD degerleri
hesaplanmugtir.

Stabilite

Matriks igerisindeki analitin kimyasal stabilitesi Gzel sartlar altindaki zaman
araliklarinda birgok yontemle degerlendirilmektedir. SP ve CGRP i¢in, beyin ve
beyin sap1 dokulari, 5.85 ng/mL SP ve 21 ng/ml. CGRP c¢ozeltileri ile kisa siireli
stabilite (oda sicaklifi, 12 saat), donma-¢ézme stabilitesi (3 donma-¢tzme, -
20°C), uzun dénem stabilite (30 giin, -20°C) ¢aligilmstir.

Beyin Dokusunda Noropeptidlerin Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle
Spektrometrisi Tayin Kosullar

Beyin Dokusunda Noropeptidlerin Es Zamanl Analizi

Standart SP ve CGRP karigim ¢ozeltisiyle yapilan es zamanli ayirma ve analizden
sonra beyin ve beyin sap1 dokusunda standart ¢ozelti ¢aligma kosullarinda SK-
KS/KS analizi yapilmigtir.

Beyin Dokusunda Noropeptidlerin Kantitatif Tayini

Kompleks karigimlarda, numunenin igeriginin bilinmedigi, analit digindaki diger
baska maddelerin de sinyali etkiledigi durumlarda standart ekleme metodu olarak
bilinen kalibrasyon islemi kullanmilmaktadir. Dokulardaki noropeptid derisimi
standart ekleme metodu kullanilarak belirlenmistir.

Iki tane Wistar sigandan alinan beyin ve beyin sap1 dokular1 6 mI. 2 M asetik asit
ile homojenize edilmistir. Doku homojenati su banyosunda 90°C’de 10 dk
bekletilmistir. Daha sonra oda sicaklifina kadar sogutulmustur. Microcon YM 10
kDa filtreye alinan homojenat 4°C ve 7160 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Beyin dokusundaki SP ve CGRP nin kantitatif tayinleri standart ekleme y6ntemi
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ile gergeklestirilmistir. Doku siipernatanin iizerine SP ve CGRP’nin karigim
cozeltilerinden dort farkli derigimde (5.85 ng/mlL, 58.5 ng/ml., 146.18 ng/mL,
438.52 ng/mL SP derigimi ve 2.1 ng/mL, 21 ng/mL, 51.76 ng/mL, 155.28 ng/mL
CGRP derisimi) eklenmigtir. Ayrica doku siipernataninin {izerine asetonitril
igerisinde %0.5 asetik asit ilave edilerek kér numune hazirlanmistir. SK-KS/KS
analizi yapilarak, dogrusal agirlikli regresyon (1/x) grafiginde x ekseni (derisim)
ekstrapole edilerek dokudaki SP ve CGRP derigimleri belirlenmigtir. Beyin
dokusunda CGRP derisimi belirlenememistir.

Enzim Bagh Immunosorbent Analiz (ELISA) Cahismalar:

Bu béliimde, beyin ve beyin sap1 dokularmda SP ve CGRP’nin diizeyini belirmek
amaciyla ELISA yontemiyle yapilan ¢alismanin numune hazirlama basamaklar
hakkinda yapilanlar anlatilmaktadir.

Numunelerin haznrlanmast

Beyin sap1 ve beyin dokular1 homojenizatériin haznesine alinarak, 2 mL asetik asit
ile homojenize edilmistir. Doku homojenatlar: plastik tiiplere aktarilarak 90°C’de
10 dk su banyosunda bekletildikten sonra 4000 rpm’de 15 dk santrifiyj edilmistir.
Stiziintii SP ve CGRP EIA kit ¢alismas: icin 250 pL’lik iki kistm eppendorf
viallere  aktarilarak, vakumlu buharlastirict ile 40°C’de  ¢dziiciisii
uzaklastirilmistir. Kalint1 halinde elde edilen beyin sap1 ve beyin dokular1 300 uLL
EIA tampon ¢ozeltisinde 5 dk vortekslenerek ¢oziilmiistiir.

SP Enzim Bagh Immunosorbent Analiz calismasinda kullamlan ¢ézeltilerin
hazirlanist

SP Enzim Immunoanaliz (EIA) Tampon Cozeltisi
Vial igerisindeki derisik EIA tamponu (10X) 90 mL ultrasaf suda ¢oziilmiigtiir.
SP Standart Cézeltileri

SP EIA standardi 2 mL EIA tamponu ile seyreltilerek 5 ng/mL derisiminde
standart SP ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 8 tane eppendorf wvial alinarak
numaralandirilmigtir. 1. tiipe 900 pl, diger viallere 500 pL. EIA tamponu ilave
edilmistir. 5 ng/mL standart SP c¢ozeltisinden 100 pL almarak 1. viale
aktarilmigtir. Swrasiyla 500 plL ¢ozelti diger wviallere aktarilarak diliisyon
yapilmigtir.

SP Asetilkolinesteraz (AChE) Izleyici Cozeltisi

Vial igerisindeki SP AChE izleyici 6 mL EIA tampon ¢6zeltisinde ¢oziilmiistiir.
SP Antiserum Cozeltisi

Vial icerisindeki SP antiserum 6 mL EIA tampon ¢ozeltisinde ¢oziilmiistiir.
Yikama Tamponu Cozeltisi

5 mL derisik yikama tamponu (400X) 2 L ultrasaf su ile dilue edilmis ve 1 mL
Polysorbat 20 eklenmigtir.

Ellman’s Reaktifi
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Vial igerisindeki Ellman’s reaktifi 20 mL ultra saf su igerisinde ¢oziilmiistiir.
Cozeltisi kararsiz oldugu i¢in kullamlmadan kisa bir siire 6nce hazirlanmistir.

Reaktif ve numunelerin mikrotitre plaga yerlesim diizeni

SP EIA kiti igerisinde yer alan mikrotitre plak 96 kuyucuktan olugmaktadir.
Analiz sirasinda plagi olusturan striplerin hepsi kullamlmamigtir. Reaktif ve
numunelerin plaga yerlesim diizeni Cizelge 3’de verilmistir.

Cizelge 3. P Maddesi icin Reaktif ve Numunelerin Mikrotitre Plaga Yerlesim Diizeni

1 2 3 4 5
A Bk Si Si O o
B Blk Sz Sz O, O
C NSB Ss Ss 0s Ou
D NSB S S4 o) O
E Bo Ss Ss Os Ois
F Bo Ss Se Os Ou
G Bo S, S, 0, Ous
H TA Ss Ss Os

Blk: (Kér) 01- O5: Ornek

NSB: Non-Spesifik Baglanma
S1-Ss: Standartlar

TA: Toplam Aktivite

Reatktiflerin ve numunelerin mikrotitre plaga pipetlenmesi

Reaktif ve doku numunesi ¢ézeltileri hazirlandiktan sonra Cizelge 4’de verilen
hacimlerde (uL) mikrotitre plaga pipetlenmistir.

Cizelge 4. P Maddesi I¢cin Reaktif ve Numunelerin Pipetlenme Hacimleri

Kuyucuk EIA Tamponu | Standart/Numune Izleyici Antikor
Blk - - = 5
TA - - - -
NSB 100 pL - 50 uL -
Bo 50 pL - 50 uL 50 uL
Standart/Numune - 50 pL 50 pL 50 uL

Plagin inkiibasyonu

Plak, plastik film ile kaplanmis ve 4°C’de gece boyunca bekletilmisgtir.
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Inkiibasyon sonrast

Plak bosaltilarak, 5 kez yikama tamponu ile yikanmugtir. Ellman’s reaktifi her bir
kuyucuga 200 pL eklenmigtir. Plaka, plastik film ile kaplanms, karanlikta orbital
calkalayicida 90 dk bekletilmisgtir.

Absorbans okunmast
ELISA cihazinda kuyucuklarin absorbansi 410 nm’de okunmugtur.

CGRP Enzim Bagh Immunosorbent Analiz calismasinda kullanilan cozeltilerin
hazirlanis:

Enzim Immunoanaliz (EIA) Cozeltisi
Vial igerisindeki EIA tamponu 90 mL ultrasaf suda ¢oziilmiistiir.
CGRP Standart Cozeltileri

CGRP standart1 1 mL EIA tamponu ile sulandirilmigtir. Tamamen ¢oziilmesi i¢in
5 dk beklenmistir. Hazirlanan bu standartin derigimi 500 pg/mL’ dir (S1). 7 tane
eppendorf vial hazirlanmis ve her birine 500 uL. EIA tamponu eklenmigtir. S1” den
500 upL ¢ozelti Sz tiipiine aktarilmigtir. Sirasiyla 500 pL ¢ozelti aktarilarak
diltisyon yapilmistir.

Anti-CGRP Asetilkolinesteraz (AChE) Izleyici Cozeltisi

Vial igerisindeki Anti-CGRP AChE izleyici 10 mL EIA tamponu ile
sulandirilmistir. Tamamen ¢oziinene kadar 5 dk beklenmis ve daha sonra
vortekslenmigtir.

Yikama Tamponu Cozeltisi

1 mL derisik yikama tamponu 400 mL ultrasaf su ile seyreltilmis, 200 pL. Tween
20 eklenmis ve manyetik karigtirict kullanilarak karigtirilmugtar.

Ellman’s Reaktifi

Vial icerisindeki Ellman’s reaktifi kullanilmadan 5 dk 6nce, 49 mL ultra saf su ve
1 mL derigik yikama tamponu ile ¢6zelti haline getirilmistir.

Reaktif ve numunelerin mikrotitre plaga yerlesim diizeni

CGRP EIA kiti igerisinde yer alan mikrotitre plak 96 kuyucuktan olusmaktadir.
Plak kullanilmadan 6nce her bir kuyucuk 300 pL yikama tamponu ile yikanmugtir.
Analiz sirasinda plagi olusturan striplerin hepsi kullamilmamugtir. Reaktif ve
numunelerin plaga yerlesim diizeni Cizelge 5’de verilmistir.




Cizelge 5. Kalsitonin Gen-iligkili Peptid I¢in Reaktif ve Numunelerin Mikrotitre Plaga
Yerlesim Diizeni

1 2 3 4 5
A Blk Sy Ss O, Os
B Blk S Ss 0, O1o
C Blk S, Ss 0s On
D Blk S2 Se (o)} O
E NSB Ss S7 0s O3
F NSB S S, Os Ou
G NSB S Ss 0, 015
NSB S Ss Os

Blk: Blank (K&r) O1- O15: Ornek

NSB: Non-Spesifik Baglanma
S1-Ss: Standartlar

Realtiflerin ve numunelerin mikrotitre plaga pipetlenmesi

Reaktif ve doku numunesi ¢dzeltileri hazirlandiktan sonra Cizelge 6’da verilen
hacimlerde (pL) mikrotitre plaga pipetlenmistir.

Cizelge 6. Kalsitonin Gen-iliskili Peptid icin Reaktif ve Numunelerin Pipetlenme Hacimleri

Kuyucuk Kor Non Spesifik Standart Numune
Baglanma

Tampon - 100 uL - -

Standart - - 100 pL -

Numune - - - 100 plL.

[zleyici - 100 uL 100 pL. 100 pL

Plagn inkiibasyonu

Plak, plastik film ile kaplanmis ve 4°C’ de gece boyunca bekletilmistir.
Inkiibasyon sonrast

Plaka bosaltilarak, 5 kez yikama tamponu ile y1kaﬂm1s,t1r. Ellman’s reaktifi 20 mL
ultrasaf su igerisinde ¢oziinerek, her bir kuyucuga 200 pL eklenmistir. Plaka,
plastik film ile kaplanmg, karanlikta orbital ¢alkalayicida 30 dk bekletilmistir.

Absorbans okunmast

ELISA cihazinda kuyucuklarin absorbansi 410 nm’de okunmustur.
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BULGULAR ve TARTISMA

Sv1 Kromatografisi Iyon Tuzag Kiitle Spektrometrisi Yontemi ile Yapilan
Cahsmalar

Stvi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (SK-KS) temeline dayal teknikler,
peptidlerin biyolojik numunelerdeki kalitatif ve kantitatif analizlerine &nemli
katkilar saglamaktadir. SP’nin SK-KS analiziyle ilgili deneysel c¢aligmalar
Anadolu Universitesi Bitki Ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar Merkezinde (BIBAM)
bulunan Sivi  Kromatografisi-Elektrosprey Iyonizasyon-lyon Tuzag Kiitle
Spektrometresi (SK-ESI-IT-KS) ile yapilmistir. Bu amaca yo6nelik SP’nin
iyonlagmasi, kromatografik ve kiitle spektrometrik sartlarin belirlenmesi, SP i¢in
kiitle spektrumunun elde edilmesi ve fragmentlerine aymlmasi kogullan
aragtirilmigtir. SK-ESI-IT-KS ile yapilan galismalar S1vi Kromatografisi- Tandem
Kiitle Spektrometri (SK-KS/KS) ¢aligmalarinda kromatografik ve kiitle
spektrometri kogullarinin olusturulmasi agisindan kolaylik saglamigtir.

SP’nin SK-KS analizine yonelik yapilan ilk deneysel galismalarda Beaudry ve
ark., (2009) yapmis oldugu calisma temel almmustir. SP’nin stok ¢ozeltisini
hazirlamak igin, 1 mg SP tartimu alinarak 1 mL % 0.1 TFA (W/h) cozeltisinde
¢oziinmiistiir. Bu ¢ozeltiden 1/10 seyreltme yapilarak % 0.25 TFA-su ¢ozeltisi
(h/h) igerisinde SK-KS deneysel galismasinda kullamilmak tizere 74.2 ng/mL SP
cozeltisi hazirlanmugtir. SK-ESI-IT-KS ¢aligmalarinda, 25°C’de, 10 pL
numunenin kolona enjeksiyonu gerceklestirilmigtir. Ayima islemlerinde Cs
(150x2.1 mm, 3.5 pm) Zorbax narrow-bore kolon kullanilmgtir.

SK-KS sinyallerinin belirlenmesi ¢aligmalarinda ikili gradient hareketli faz
sistemi kullamilmustir. A hareketli faz1 % 0.2 (h/h) formik asit igeren saf su, B
hareketli faz1 ise % 0.2 (h/h) formik asit igeren asetonitril (ACN) olarak
hazirlanmis, 0.45 pm PTFE (Politetrafloroetilen) filtrede siiziilmiis ve ultrasonik
banyoda 30 dakika bekletilerek ¢oziinmiis gazlardan arindirilmustir. Gradiyent
kosullarina bagh olarak SP’nin alikonma zamam degismektedir. Uygulanan
gradiyent eliisyon programu soyledir: B hareketli fazi, baglangigta (0 dakika) %
20, 12-15 dakika % 50, 15.50-19 dakika %20 olmaktadir. SP’nin Ayrilmis Iyon
Kromatogrami (EIC) ve m/z (kiitle/yiik) spektrumu belirtilen kromatografik
kosullarda elde edilmigtir. SP° nin (+2) iyonlasmaya ait m/z degerlerine ait
sinyaller 600.3, 543.8 ve 674.3 olarak gézlenmistir. Bu degerlerin igerisinde
sinyal siddeti en yiiksek olan m/z 600.3 degeridir. Bu degerin MS par¢alanmasi
yapilmaya ¢aligilmig fakat stabil bir fragment bulunamamustir.

Standart ¢ozelti ile yapilan SK-ESI-IT-KS caligmasinda molekiiler iyon piki (m/z
600.3) belirlendikten sonra, doku numunelerinde SP’in (+2) iyonlasmasina ait
molekiiler iyon pikinin gériilmesi amaglanmustir. Bu dogrultuda cesitli beyin
dokularinda (beyin, beyin sap1, trigeminal ganglion) SP°yi ekstre etmek i¢in TFA
ekstraksiyonu (Beaudry ve ark., 2009; Beaudry, 2010) yapilmis, doku matriksinin
temizlenmesi i¢in TFA ekstraksiyonun ardindan kati faz ekstraksiyon (SPE)
(Babu ve ark., 2003) uygulanmasi uygun goriilmiigtiir. Kaynaklarda yaygm olarak
kullarldig1 goriilen asetik asit ekstraksiyonu, (Erin ve Ulusoy, 2009; Babu ve
ark., 2003) SP EIA Kit prosediiriinden yararlamlarak beyin dokusundan SP’yi
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ekstre etmek i¢in deney planlari olusturularak uygulanmugtir. Ancak dokularin
SK-KS analizinde SP’ye ait m/z degerinde pik gdzlenememistir.

Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometrisi Yonteminin Gelistirilmesi
ve Optimizasyonu

SK-KS yontemi kullanilarak molekiiler iyonun kiitle par¢alanmasinin
yapilamamasi ve dokuda molekiiler iyon pikinin goriilememesi nedeniyle bu cihaz
ile yapilan ¢alismalara son verilmistir. Ancak Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle
Spektrometre (SK-KS/KS) yontemi ile dokularda molekiiler iyon pikinin
goriilebilmesi, bu iyonun pargalanmasiyla olusan fragman iyonlarin kantitatif
analizinde ¢ok daha diistik derisim diizeylerinde tayin yapma imkaninin
saglanabilmesi ve noropeptid ¢calismalarinda secici ve duyarli yontem gelistirmeyi
saglamasi bakimindan SK-KS/KS ile calismasilmasi planlanmistir, SP ve
CGRP’nin standart ¢6zelti, beyin ve beyin sap1 dokusundaki belirleme ve saptama
calismalar ile ilgili deneysel siirece SK-KS/KS cihazi ile devam edilmistir.

SK-KS caligmalarinda kullamlan ayirma kolonu, standart SP ¢dzeltisi, hareketli
faz sistemleri SK-KS/KS’de aym sekilde kullanilmaya devam edilmistir.
Gradiyent eliisyon programinda zaman araliklart ve B hareketli fazinin yiizdesi
degistirilerek SP’nin SK-KS/KS analizi i¢gin umut verici sonuglar elde edilmistir.
Kullamlan gradiyent ellisyon programi Cizelge 7°de verilmektedir. Aym gradiyent
eliisyon programi CGRP’nin analizinde kullanilmigtir.

Cizelge 7. SK-KS/KS Gradiyent Eliisyon Program

Zaman (dk) A Hareketli Fazi (%) B Hareketli Fazi (%)
0 90 10
15 55 45
20 40 60
20.01 90 10
Molekiiler iyon

SP’nin molekiiler iyonun belirlenmesi igin mol kiitlesinin +2 iyonlagmasim
kapsayacak gekilde 100-1400 araliginda kiitle taramas1 yapilmistir. SP’nin (+2)
iyonlagmasina ait 9.3 dk beliren pikin m/z degeri 674.300 (molekiiler iyon) olarak
gozlenmistir. Bu m/z degeri makalelerde SP’ye ait verilen molekiiler iyon degeri
ile aymidir. (Beaudry ve Vachon 2006; Beaudry ve ark., 2009). SP* nin Ayrilmis
Iyon Kromatogrami (EIC) ve molekiiler iyonu igeren kiitle/yiik spektrumu Sekil
11°de gosterilmektedir.
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Sekil 11. (a) SP’nin m/z 674.300 Degerinde Pozitif iyonlastirma Ayrilmg iyon
Kromatogrami (EIC) ve (b) kiitle/yiik (m/z) spektrumu

CGRP’nin molekiiler iyon pikinin belirlenmesi g¢alismasinda mol kiitlesinin
iyonlasma arahigimi kapsayacak sekilde 100-1400 aralifinda tarama yapilmistir.
CGRP’ye ait literatiirde belirtilen (Beaudry ve ark., 2009, Ferland ve ark., 2011)
(+3) iyonlasmasina ait m/z 1269.600, (+4) iyonlagmasina ait m/z 952.200 ve (+3)
iyonlagmasina ait m/z 761.900 pikleri gdzlenmistir. Sinyal siddeti yiiksek olan
m/z 761.900 ve m/z 952.200 degerleri molekiiler iyon piki olarak belirlenmistir.
Ancak kalibrasyon iglemleri ve doku analizinde m/z 761.900 molekiiler
iyonundan elde edilen sinyallerin diisiik olmas1 nedeniyle analizlerde 10.1 dk
alikonma zamanmnda m/z 952.200 degeri molekiiler iyon piki kullanilmagtir. Sekil
12°de CGRP’nin Toplam Iyon Kromatogrami (TIC) ve kiitle/yiik (m/z) spektrumu
gosterilmistir.
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Sekil 12. CGRP’nin (a) Toplam iyon Kromatogram (TIC) ve (b) kiitle/yiik(m/z) spektrumu

Fragmentor voltaji

Fragmentor voltajinin bulunmas1 Segici Iyon Izleme (SIM) modunda
gerceklestirilmigtir. SP’nin molekiiler iyonu (m/z 674.3)’de yapilan SIM taramada
en yiiksek sinyal siddetinin elde edildigi 143 V degeri, deneysel galigmalarda
kullamlacak fragmentor voltaji1 olarak belirlenmistir.

CGRP’nin molekiiler iyon (m/z 952.200) degerinde yapilan SIM taramada, en
yiiksek sinyal siddetini veren 160 V degeri ¢alismada kullanilacak fragmentor
voltaj1 olarak belirlenmistir.

Fragman iyon ve parcalama enerjisi

Kullamlan SK-KS/KS cihazinin par¢alanma enerjisi 0-400 V araligindadir. SP ve
CGRP noropeptidleri diisiik pargalanma enerjisi degerlerinde fragmentlerine
ayrilabilmistir.

SP i¢in molekiiler iyonun (m/z 674.3) belirlenmesinin ardindan pargalama
enerjisiyle fragman iyonlar elde edilmeye ¢alisilmigtir. Kararli fragman iyonlar
elde etmek i¢in par¢alama enerjisinin degeri degistirilerek kararh kiitle sinyalleri
elde edilmeye caligilmigtir. Parcalama enerjisinin 20 - 30 V araligindaki degerleri
icin tarama yapilarak fragman iyonlar olan m/z 600 ve m/z 254.4°e ait S/N pik
alanlar1 okunmustur. SP i¢in par¢alama enerjisi 24 V olarak belirlenmisgtir.
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CGRP i¢in molekiiler iyon (m/z 952.200) pargalama enerjisi 25 V degerinde m/z
1214°de fragman iyon sinyalleri elde edilmistir. Kullanilan SK-KS/KS cihazimn
pargalanma enerjisi 0-400 V araligindadir. SP ve CGRP noropeptidleri diigiik
parcalanma enerjisi degerlerinde fragmentlerine ayrlabilmistir. SP ve CGRP i¢in
belirlenen fragman iyonlar literatiirde belirtilen molekiiler iyonun par¢alama
enetjisiyle elde edilen fragman iyon degerleri ile aymdir (Beaudry ve Vachon,
2006; Beaudry ve ark., 2009; Ferland ve ark., 2011).

Hizlandirict voltaj

SP ve CGRP igin cahigmalarimizda kullanacagmmz hizlandiricr voltaj degeri
sirasiyla 3V ve 5V olarak belirlenmistir. Cizelge 8’de SP ve CGRP’nin SK-
KS/KS igin belirlenen optimizasyon parametreleri verilmektedir.

Cizelge 8. P Maddesi ve Kalsitonin Gen-iliskili Peptid’nin Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle
Spektrometri Optimizasyon Parametreleri

Sivi Optimizasyon SP CGRP Agiglg(géﬁﬁ
Kromat FParametreleri optimizasyon
ografisi parametreleri
_ arahklar
Tan .

de  \ jolekiler fyon (m/7) 674.3 952,200 2-3000
m Kiitle 0140 tyon (m/z) 600, 254.4 1214 )
Spiktr? Fragmentor Voltaji (V) 143 160 0-400
metresi

Enerjisi (V 24 25 0-250

Viéiten Carpisma Enerj .( )
it Hizlandiric1 Voltaj (V) 3 5 1-7
Validasyonu

Noropeptidlerin  SK-KS/KS’de optimizasyonu tamamlandiktan sonra, SP ve
CGRP’nin es zamanh analizi i¢in gelistirilen yontemin gecerli kilinmasi amaciyla
SP ve CGRP’nin karisim gozeltisi hazirlanarak EMEA 2011 biyoanalitik
validasyon rehberine uygun olacak sekilde gelistirilen yontem igin dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, tayin smiri, secicilik, matriks etkisi ve stabilite gibi validasyon
parametreleri uygulanarak degerlendirilmesi yapilmigtir (http-5).

Dogrusallik

SP ve CGRP’nin dogrusallik ¢aligmalart i¢in; 1 mg/mL standart SP ve 1 mg/ml
standart CGRP’nin karigim ¢ozeltisi kullamlarak kalibrasyon seti hazirlanmigtir.
Seyreltmeler i¢in asetonitril igerisinde hazirlanmis % 0.5 asetik asit ¢tzeltisi
kullanilmistir. SP ve CGRP karigiminin 7 farkh derisimden olusan (SP igin 0.585
ng/mL, 5.85 ng/mL, 58.5 ng/mL, 146.18 ng/mL, 292.350 ng/mL, 438.52 ng/mL,
584.7 ng/ ve CGRP ig¢in 0.21 ng/mL, 2.1 ng/mL, 21 ng/mL, 51.760 ng/mL,
103.521 ng/mL, 155.28 ng/mL, 207.04 ng/mL) kalibrasyon ¢6zeltisi 3 set halinde
hazirlanmistir. Her bir set 3 kez tekrar edilerek ¢alistimistir.

Kalibrasyon calismasinda Cizelge 8’de gosterilen SK-KS/KS optimizasyon
parametreleri kullamlarak MRM (Coklu Reaksiyon Izleme) modunda ¢alisiimigtr.
Noropeptidler  igin  gelistirilen yontemin  dogrusallifinin  incelenmesi

42




caligmalarinda, SP ve CGRP igin belirlenen fragman iyon pik alanlan
kullamlmigtir. SP i¢in m/z 600 ve m/z 254.4 EIC pik alan1 kullanilmigtir. CGRP
icin m/z 1214 EIC pik alam kullanilmugtir.

SP ve CGRP’nin derisime karsilik pik alani dogrusal agirlikli regresyon (1/x)
grafigi ¢izildikten sonra SP i¢in dogrusal aralik 5.85-438.52 ng/mL ve CGRP i¢in:
0.21-155.28 ng/mL olarak belirlenmistir. Sonuglarin degerlendirilmesi i¢in
GraphPad Prism Version 6.0 programi kullamlmustir.

Noropeptidlerin giin i¢i ve giinler arasi olarak dogrusallig1 incelenmis ve dogrusal
agirlikli regresyon (1/x) analiziyle egim, kesim, korelasyon katsayisi, egim ve
kesim degerlerinin %95 olasilik diizeyindeki giiven sinirlart hesaplanmstir.
Cizelge 9°da SP ve CGRP’nin giin i¢i ve giinler aras1 dogrusalli1 i¢in yapilan
istatiksel analiz sonuglan sunulmaktadir.

Cizelge 9. P Maddesi ve Kalsitonin Gen-liskili Peptid’in Dogrusalllik Analizi

Sp CGRP
lgin 2gin  3.gin (ili“]er lgin 2gin 3.gin Gtinler
= - - asl1 = = = Arasi
n=>5 n=5 n=3 -~ n=6 n=6 n=6 s
n=15 n=18
Egim 2089 2271 2280 2219 2325 2407 2356  23.50
Kesim 5360 1.650 -3.595  2.445 2595 1175 1967 1330
¥ 0.9966 0.9927 0.9980 0.9967 0.9922 09903 09923 0.9940
Egim 2016 2154 2224 2143 22,16 2276 2242 2254
GAss
Kesim 11.09 9518 8940 9513 30.18 3507 13.63  15.69
GAos

SP i¢in korelasyon katsayisi 0.9927-0.9980 araliginda defismektedir. CGRP i¢in;
CGRP igin; 0.9903-0.9940 aralifinda degismektedir. Korelasyon katsayisi
degerleri kaynaklarda bulunan degerler ile uyumludur (Beaudry ve Vachon, 2006;
Beaudry ve ark., 2009; Ferland ve ark., 2011).

Dogruluk, kesinlik ve tayin sinirt

SP i¢in dogruluk ve kesinlik, 3 farkli derisimde (5.85, 146.18 ve 438.52 ng/mL)
hazirlanmis kalite kontrol standart g¢ozeltileri 3 set ve 3 tekrarli olarak
caligtlmigtir. CGRP igin dogruluk ve kesinlik, 3 farkli derisimde (0.21, 21 ve
155.28 ng/mL) hazirlanmis kalite kontrol standart ¢ozeltileri 3 set halinde ve 3
tekrarh olarak calisilmugtir. Cizelge 10°da SP ve CGRP’nin giin i¢i ve giinler arasi
dogruluk ve kesinlik sonuglar1 sunulmaktadir.
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Cizelge 10. P Maddesi ve Kalsitonin Gen-liskili Peptidin Dogruluk ve Kesinlik
Parametreleri

Giin igi Gtinler aras
Eklenen Bulunan %Geri Bulunan %Geri
{ng/mL.) (ng/mL)  Kazanim %BSS (ng/mL) Kazanim %BES
5.85 6.32 113.6 731 5.83 99.77 14.91
SP 146.18 145.5 99.54 3.59 143.73 98.32 8.96
438.52 444.20 101.30 4.84 446.81 101.09 6.09
0.21 0.25 119.53 5.7363 0.181 87.597 10.3
CGRP 21 24.65 11907 3.4296 24.75 119.56 3.95
155.28 150.79 97.106 5.3479 151.55 97.597 5.89

BSS: Bagil Standart Sapma

SP igin, giin igi kesinlik %8’den az ve geri kazamm %99°dan fazla, giinler arasi
kesinlik %15°den az ve geri kazamm %98’den fazla olarak hesaplanmustir.
Dogruluk ve kesinlik degerleri biyoanalitik validasyon rehberindeki bildirilen
degerler ile uyumludur (http-5). Yontemin tayin siuri SP igin 5.85 ng/mL olarak
belirlenmistir.

CGRP icin; giin i¢i kesinlik %6 nin altinda ve geri kazamm %97’nin iizerinde,
giinler arast kesinlik %11’in altnda ve geri kazamm %87°nin {izerinde
bulunmustur. Dogruluk ve kesinlik degerleri EMEA tarafindan yayinlanan
biyoanalitik validasyon rehberindeki smir degerlerle uyumludur (http-5).
Y6ntemin tayin stnirt CGRP igin 0.21 ng/mL olarak belirlenmigtir.

Secicilik

Peptid ¢ozeltilerini seyreltmek icin kullanilan asetonitril igerisinde hazirlanms
%0.5 asetik asit ¢ozeltisinin kromatogramlan almarak, SP ve CGRP’ye ait
alikonma zamammnda girisim olup olmadigi analiz edilmigtir. Kor cozeltide
girisime rastlanmamgtir. Dokunun homojenizasyonunda kullanilan 2 M asetik
asit c¢ozeltisinin kromatogrami almmustir. SP ve CGRP’ye ait alikonma
zamanlarinda girisime rastlanmamugtir. Yontemin SP ve CGRP i¢in segici oldugu
soylenebilir. Sekil 13°de SP ve asetonitril igerisinde hazirlanmug %00.5 asetik asit
cozeltisine ait EIC kromatogramu goriilmektedir. Sekil 14’de CGRP ve asetonitril
icerisinde hazirlanmg %0.5 asetik asit ¢ozeltisine ait TIC kromatogram
goriilmektedir. Sekil 15°de beyin sap1 dokusu ve 2 M asetik asit ¢dzeltisinin
kromatogramlar goriilmektedir.
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Sekil 15. (a) Beyin sap1 dokusu (b) 2 M asetik asit ¢izeltisinin TIC kromatogrami

Matriks Etkisi

Matriks etkisinin belirlenmesi i¢in; biyolojik numuneye ait kalibrasyon egrisi ile
standart maddenin kalibrasyon egrisi kargilagtirlmigtir. Matriksin bulundugu pik
alam1 matriksin  bulunmadign  pik alanina oranlanarak matriks faktori
hesaplanmustir. Matriks faktSriinin  %BSS (Bagil Standart Sapma) degeri
%15°den biiyiik olmamasi1 gerekmektedir (http-5).

SP ve CGRP icin her bir derisime ait doku numunelerinin kalibrasyon egrisindeki
pik alanlar, standart SP ve CGRP ¢ozeltilerine ait kalibrasyon egrisindeki pik
alanlarma oranlanarak matriks faktorii ve matriks faktorine ait %BSS degerleri
hesaplanmistir. Sadece SP’ye ait 5.85 ng/mL derisimde %BSS degeri %15’den
bilyiik bulunmustur. Bu derigim degeri i¢in matriks etkisi gdzlenmistir. Diger
derisim degerleri validasyon rehberinin bildirdigi degerler ile uyumludur. Cizelge
11°de SP ve CGRP i¢in Matriks Faktorii ve %BSS degerleri sunumaktadir.
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Cizelge 11. SP ve CGRP I¢in Matriks Faktérii ve %BSS Degerleri

Derisim (ng/mL) Matriks Faktora %BSS

585 2911 21

58.50 0411 12

SP 146.18 3.126 10.7

438.50 2.545 6.6

2.10 2.014 3:71

21.10 0.334 252

LORP 51.76 2319 10.05

155.28 0.157 1.87

Stabilite

SP ve CGRP i¢in, beyin, beyin sapi, 58.5 ng/mL SP ve 2.1 ng/mL CGRP
¢ozeltilerinde kisa siireli stabilite (oda sicakligi, 12 saat), donma-¢ozme stabilitesi
(3 donma-¢dzme, -20°C), uzun dénem stabilite (30 giin, -20°C) ¢alisilmustir.
Baslangigta elde edilen pik alanlari ile her bir stabilite testi sonunda elde edilen
degerler oranlanmistir. Cizelge 12°de doku numunesi ve standart ¢ozeltilerin
stabilite testlerine ait geri kazamm degerleri yer almaktadir.

Peptid ve proteinlerde aminoasit kalintilarindaki oksidasyon, rediiksiyon, hidroliz,
deaminasyon gibi modifikasyonlar kimyasal olarak kararsiz olmalarina neden
olmaktadir (Sewald ve Jakubke, 2002). Calismamizda stabilite problemini en aza
indirmek igin, stok ¢dzeltiler kiiglik kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklanmig, her
seferinde taze olarak hazirlanmigtir. Dokular disseksiyon yapildiktan sonra hemen
homojenize edilerek cihazda analizleri yapilmistir.

Cizelge 12. Doku Numunesi ve Standart Cizeltilerin Stabilite Testlerindeki %Geri Kazanim

Doku numunesi ve QOda sicakhig Donma-¢6zme Uzun dénem
standart ¢ozeltiler %Geri kazanim %Geri kazanim %QGeri kazanim
Beyin (SP) 72.3 88.5 37.5
Beyin (CGRP) 98.1 170.2 -
Beyin sap1 (SP) 83.7 79.5 18.1
Beyin sap1 (CGRP) 129.9 136.7 8.6
58.5 ng/mL SP 116.7 87.5 -
2.1 ng/mL CGRP 158.6 - =

Beyin  Dokusunda Noropeptidlerin Stvi  Kromatografisi-Tandem  Kiitle
Spektrometrisi Sonuclart

Beyin Dokusunda Néropeptidlerin Es Zamanh Analizi

Standart SP ve CGRP karigim ¢6zeltisiyle yapilan eg zamanl ayirma ve analizden
sonra beyin ve beyin sap1 dokusunda standart ¢ozelti ¢alisma kosullarinda SK-
KS/KS analizi yapilmastir.
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Beyin ve beyin sap1 dokusunda elde edilen SP ve CGRP’ye ait kiitle sinyalleri SP
ve CGRP’nin standart karngim ¢ozeltisiyle aym alikonma zamanlarinda
gozlenmigtir. Sekil 16’da beyin dokusunda SP’ye ait MRM kromatogrami, beyin
sap1 dokusunda SP ve CGRP’ye ait MRM kromatogrami ve SP ve CGRP karigim
¢ozeltisine ait EIC kromatogramlar verilmektedir. SP igin alikonma zamani 8.7
dk, CGRP i¢in 10.1 dk gézlenmistir.
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Sekil 16. a) Standart SP b) Beyin dokusunda SP ¢) Beyin sapinda SP d) Standart CGRP e¢) |
Beyin sapinda CGRP EIC MRM kromatogramlari |
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Beyin Dokusunda Noropeptidlerin Kantitatif Tayini

Numune hazirlama néropeptidomik analizlerde dikkat edilmesi gereken &nemli
konulardan  birisidir. Numune hazirhgi swrasinda peptidazlar  serbest
birakilmaktadir. Noropeptidler hizlica bozulabilmekte, bu nedenle derisim diizeyi
daha da azalmaktadir (Parkin ve ark., 2005). Biyoaktif peptidlerin ¢ogu 6nemli
proteinler ile karsilastinldiginda ¢ok diisiik diizeylerde bulunmaktadir. Herbir
numune hazirlama basamaginda peptid derigiminin azalmasi, son derigimin
saptama smirimin altinda kalmasina neden olmaktadir. Bu yiizden ekstraksiyon F
prosediirleri miimkiin oldugunca basit sekilde hazirlanmalidir (Dijck ve ark.,

2011). r

Deney hayvanimin 6liimii ve doku diseksiyonundan sonra proteazlar hizlica biiyiik
proteinleri daha kiigiik fragmentlere pargalamaktadir. Bu protein fragmentleri
noropeptid sinyallerini baskilamakta ve kiitle spektrumlarmin yorumlanmasim
zorlagtirmaktadir (Sturms ve ark., 2010).

Doku numunesinin SK-KS/KS analizi i¢in kaynaklarda verilen doku hazirlama
prosediirleri denenmis ancak SP ve CGRP’ye ait istenilen kiitle sinyalleri
gozlenememistir. ELISA kit ¢alismasinda kullamilan doku prosediirii
uygulandiginda ise SP ve CGRP’ye ait kiitle sinyalleri gézlenmistir. Kit icerisinde
yer alan doku prosediiriiniin fazla islem basamag1 icermeyen basit bir prosediir ile
uygulanmasi yukarida séz edilen kaynaklarda belirtilen numune hazirlama ile
ilgili bilgileri destekler niteliktedir. Numune hazirlama islemleri igerisinde yer
alan siipernatanin filtreden gegirilmesi basamaginda kaynaklarda genellikle
Microcon YM 10 membran filtreler kullamldigi bildirilmektedir (Beaudry ve
ark.(2009); Beaudry ve Vachon (2006); Ferland ve ark. (2011); Erin ve ark.
(2012), Pailleux wve ark. (2012; Erin ve Ulusoy (2009)). PTFE
(Politetrafloroetilen) membranh filtre kullanilarak, beyin ve beyin sapinda SP ve
CGRP’ye ait sinyaller gézlenmistir. Bu filtrelerin Microcon YM 10 filtrelere gore
maliyeti olduk¢a ucuz ve kullamimu olduk¢a kolaydir. Calismamizda yalmizca
dokuda néropeptidlerin miktar tayininde Microcon YM 10 filtreler kullanilmistir.
Ciinkii peptidlerin filtrede absorblanmalar1 onlarin  kantitatif tayinlerini
zorlastirmaktadir.

Beyin ve beyin sap1 dokusunda néropeptidlere ait kiitle sinyalleri belirlendikten
sonra, dokudaki noropeptid derisimini belirlemek icin standart ekleme yontemi
kullanilmigtir.

Iki tane Wistar sicandan alinan beyin ve beyin sapt dokular1 6 mL 2 M asetik asit
ile homojenize edilmistir. Doku homojenati su banyosunda 90°C’de 10 dk
bekletilmistir. Daha sonra oda sicakligina kadar sogutulmustur. Microcon YM 10
Da filtreye alman homojenat 4°C ve 7160 rpm’de 10 dk santrifiij edilmigtir. Doku
siipernatanin iizerine standart ¢ézeltilerden ilave edilerek dort farkli derigimde
(5.85 ng/mL, 58.5 ng/mlL, 146.18 ng/mL, 438.52 ng/mL SP derigimi ve 2.1
ng/mL, 21 ng/mlL, 51.76 ng/mlL ve 155.28 ng/ml. CGRP derisimi) cozelti
hazirlanmistir, Ayrica doku siipernatamimin {izerine seyreltme igleminde kullamlan
asetonitril igerisinde %0.5 asetik asit ilave edilerek kor numune hazirlanmistir.
SK-KS/KS analizi yapilarak, derisime karsi pik alam1 okunmustur. Dogrusal
agirlikli regresyon (1/x) grafifinde x ekseni (derigim) ekstrapole edilerek
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dokudaki SP ve CGRP derisimleri belirlenmistir. Sekil 17°de SP’nin beyin
dokusundaki ve Sekil 18’de SP ve CGRP’nin beyin sap1 dokusundaki standart
ekleme kalibrasyon grafigi gosterilmektedir. SP’nin beyin dokusundaki standart
ekleme kalibrasyon grafigi dogru denklemi y=5.668x+50.13 seklindedir. SP’nin
beyin sap1 dokusundaki standart ekleme kalibrasyon grafigi dogru denklemi
y=5.265x+7530 ve CGRP’nin beyin sap1 dokusundaki standart ekleme
kalibrasyon grafigi dogru denklemi y=4.570x+40.88 seklindedir. Beyin ve beyin
sap1 dokularindaki bulunan néropeptid derigimleri Cizelge 13°de gosterilmektedir.

Pik Alam
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Sekil 17. Beyin Dokusundaki P Maddesinin Standart Ekleme Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 18. Beyin Sapt Dokusundaki a) P Maddesinin b) Kalsitonin Gen-Iliskili Peptid’in
Standart Ekleme Kalibrasyon Grafigi
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Cizelge 13. Beyin ve Beyin Sapi Dokularindaki Néropeptid Derisimleri (n = 6)

Beyin Beyin Sap1
(ng/g£SS) (ng/g+SS)
SP 57.95438.01 415.10+=124.80
CGRP ND 132.07+196.77
SS: Standart Sapma
ND: Saptamadi

Beyin ve Beyin Sapt Dokusundaki Dogruluk ve Kesinlik

Beyin dokusundaki SP i¢in dogruluk ve kesinlik, dokuya 3 farkli derisimde (58.5,
146.16 ve 438.52 ng/mL) ¢ozelti eklenerek galigilmigtir. SP i¢in; kesinlik %7°den
az ve geri kazanim degeri %97 den fazla olarak hesaplanmigtir. Cizelge 14’de P
Maddesi i¢in dogruluk ve kesinlik degerleri gésterilmistir. Dogruluk ve kesinlik
degerleri biyoanalitik validasyon rehberindeki sonuglarla uyumludur (http-5).

Cizelge 14. P Maddesi i¢in Beyin Dokusundaki Dogruluk ve Kesinlik Degerleri

Eklenen Bulunan (ng/mL)  %Geri Kazanim %BSS

(ng/mL)

58.50 69.91 119.55 6.05
SP 146.16 145.53 100.57 5.69

438.52 325.38 97.43 222

Beyin sapindaki SP ve CGRP i¢in dogruluk ve kesinlik, dokuya 3 farklh derigimde
(58.5, 146.16 ve 438.52 ng/mL SP derigimi ve 21.0, 51.76, 155.28 CGRP
derigimi) ¢ozelti eklenerek ¢alisiimistir.

SP i¢in; kesinlik %7°den az ve geri kazanim %98’den fazla olarak hesaplanmuistir.
CGRP i¢in; kesinlik %I13’den az ve geri kazanim %95°den fazla olarak
hesaplanmigtir. Cizelge 15°de P maddesi ve CGRP ig¢in beyin ve beyin sap
dokusundaki dogruluk ve kesinlik degerleri gdsterilmistir. Dogruluk ve kesinlik
degerleri biyoanalitik validasyon rehberindeki sonuglarla uyumludur (http-5).

Cizelge 15. P Maddesi ve Kalsitonin Gen-iliskili Peptid I¢in Beyin Sapi Dokusundaki
Dogruluk ve Kesinlik Degerleri

Eklenen (ng/mL)  Bulunan (ng/mL) %Geri Kazanim  %BSS

38.5 59.61 101.64 4.43
SP 146.16 160.22 109.48 6.83
438.52 431.41 98.33 0.22
21 23.25 112.09 10.96
CGRP 51.76 55.18 106.54 4.95
155.28 148.99 95.93 12.36
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P Maddesi Enzim Bagh Immunosorbent Analiz (ELISA) Sonuglar:
Absorbans Degerleri

Mikrotitre plakta bulunan ve SP igeren &rnekler ELISA cihazinda 410 nm dalga
boyunda okutulmugtur. Cizelge 16’da absorbans degerleri gosterilmisgtir.

Cizelge 16. P Maddesi I¢in 410 nm’deki Absorbans Degerleri

1 2 3 4 5 6 7 3 9
A 0.170 | 0254 | 0219 | 0341 0.319 | 0215 | 0200 | 0223 | 0.224
B 0.169 | 0240 | 0240 | 0355 | 0317 | 0.196 | 0.193 | 0.230 | 0.211
C 0.173 | 0263 | 0263 | 0325 | 0314 | 0218 | 0202 | 0220 | 0.226
D 0.173 | 0322 | 0306 | 0246 | 0297 | 0214 | 0.232 | 0222 | 0.233
E 0.638 | 0389 | 0365 | 0348 | 0343 | 0202 | 0245 | 0232 | 0.228
F 0.666 | 0485 | 0460 | 0337 | 0205 | 0234 | 0219 | 0222 | 0.233
G 0.687 | 0.537 | 0501 [ 0407 | 0.387 | 0.184 | 0.205 | 0.227 | 0.216
H 0.846 | 0.569 | 0514 | 0248 | 0.382 | 0210 | 0219 | 0215 | 0.219
Analiz Sonuglart

Elde edilen absorbans degerlerine karsilik gelen derisimleri hesaplamak igin
‘Myassays Analysis Software’ programi kullanmlmugtir. Cizelge 17°de standart
cozeltilerin derigimlerine kargilik gelen %B/Bo degerleri verilmigtir ve bu
degerlerden yararlanilarak Sekil 19°da gosterilen P Maddesine ait logaritmik
kalibrasyon egrisi cizilmistir. Bu egriden yararlanarak doku derigimleri
belirlenmistir. Beyin ve beyin sap1 i¢in derigim diizeyi kalibrasyon egrisinin
derisim smirinin altinda kaldigi igin SP diizeyleri hesaplanamamistir.

%BJBO

10 100
pa/ml

Sekil 19. P Maddesi Enzim Baghi Immunosorbent Analiz (ELISA) Kalibrasyon Egrisi
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Cizelge 17. P Maddesi i¢in Standart Cozeltilerin Derigsimlerine Karsihk Gelen %B/B0
Degerleri

Standart Absorbans Derigim %B/Bo
(pg/mL)

Standart 1 0.254,0.219 500 16.5,9.4
Standart 2 0.240, 0.240 250 13.7,13.7
Standart 3 0.263, 0.263 125 18.3,18.3
Standart 4 0.322,0.300 62.5 304,271
Standart 5 0.389, 0.365 313 44,39.1
Standart 6 (0.485, 0.460 15.6 63.6, 58.5
Standart 7 0.537, 0.501 7.8 74.2,66.8
Standart 8 0.569,0.514 39 80.7,69.5

Kalsitonin Gen-Iliskili Peptid (CGRP) Enzim Bagh Immunosorbent Analiz
(ELISA) Sonuclar

Absorbans Degerleri

Mikrotitre plakta bulunan érnekler CGRP igerigi ELISA cihazinda 410 nm dalga
boyunda okutularak belirlenmistir. Cizelge 18°de elde edilen absorbans degerleri
gosterilmistir.

Cizelge 18. Kalsitonin Gen-iliskili Peptid I¢in 410 nm’ deki Absorbans Degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9
0.139 1.018 0.165 3.665 3.806 | 3294 | 3.365 3.174 | 2.761
0.143 1.107 | 0.171 3.67 3.489 | 3.326 3.354 3.08 3.223

0177 | 0558 | 0.154 3.398 3.738 3.129 3.298 3.183 3.285

0.143 | 0.540 | 0.160 | 3.588 3.671 3329 | 2649 | 3243 | 3370

0.145 | 0.291 0.144 | 3.445 3.764 | 3221 3.136 | 3236 | 3.396

0.147 | 0289 | 0.151 3.366 3.711 2912 3262 | 3.136 | 2334

0.144 | 0.192 | 0.144 3.72 3.792 | 3.302 | 3.298 | 2.756 | 3.349

T Q|m|mglia|e| =

0.142 | 0.206 | 0.137 | 3.608 3.49 3260 | 2.857 | 3.341 3.448

Analiz Sonuclart

Elde edilen absorbans degerlerine karsilik gelen derigimleri hesaplamak igin
‘Myassays Analysis Software’ programi kullamlmistir. Cizelge 19°da standart
cozeltilerin derisimlerine karsilik gelen absorbans degerleri verilmigtir ve bu
degerlerden yararlamlarak Sekil 20°de gosterilen logaritmik kalibrasyon egrisi
cizilmistir. Bu egriden yararlanarak Cizelge 20°de verilen doku orneklerinin
derisimleri hesaplanarak ng/g cinsinden dokudaki derisimleri bulunmustur.
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Cizelge 19. Kalsitonin Gen-1iliskili Peptid f¢in Standart Cozeltilerin Derisimlerine
Karsilik Gelen Absorbans Degerleri

Standart Absorbans Derigim
(pg/mL)
Standart 1 1.018, 1.107 500
Standart 2 0.558, 0.540 250
Standart 3 0.291, 0.289 125
Standart 4 0.192, 0.206 62.5
Standart 5 0.165, 0.171 31.3
Standart 6 0.154, 0.160 15.6
Standart 7 0.144,0.151 7.8
Standart 8§ 0.144,0.137 3.9

= .
- - T

=
o

Abs (Corrected)
o o o
B b

o o
LS S -

o
N

e
=

10 100
pa/mL

Sekil 20. Kalsitonin Gen-iligkili Peptid Enzim Bagh Immunosorbent Analiz (ELISA)
Kalibrasyon Egrisi

Cizelge 20. Doku Orneklerindeki Kalsitonin Gen-iliskili Peptid Derisimleri (n = 6)

Derigim:SS Beyin Sapi Beyin

{ng/g doku)

2351.244292.49 1567.964+55.47

S8S: Standart Sapma

RIA ve ELISA analizleri néropeptidlerin diizeylerini belirlemek i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu y&ntemler duyarli olmasina ragmen, antiserumlarin
cogu tek bir peptide ozgii degildir ve diger peptidler ile gapraz reaksiyona
girebilmektedir. Ayrica bu yoéntemler ile aym zamanda sadece belli sayidaki
néropeptid analiz edilebilmektedir. Peptidlerin tammnmasini sinirlandirmaktadir,
Kiitle spektrometri kullanarak bir numunede bir¢ok néropeptidin eszamanl
tanimlanmasi ve tayini miimkiin olabilmektedir (Dijck ve ark., 2011). Kiitle
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spektrometri iyonlagabilen maddelerin hizli ve duyarh bir sekilde saptanmasim
saflamaktadir. Fakat spektrum karmagik olabilmekte ve diisiik diizeyde bulunan
analit numunedeki diger bilesenlerden kaynaklanan girisime maruz
kalabilmektedir. Kitle spektrumuna dayali tekniklerin basanli bir sekilde
uygulanmasi, néropeptidlerin belirlenmesi ve girisimin en azina indirilebilmesi
uygun numune hazirlama yontemleri ile miimkiin olmaktadir (Sturms ve ark.,
2010).




SONUC ve ONERILER

SK-KS temeline dayali teknikler, peptidlerin biyolojik numunelerdeki kalitatif ve
kantitatif analizleri igin duyarli ve giivenilir bir yontem olarak kompleks
kangimlarda peptidlerin diisiik derisim diizeylerinin belirlenmesinde 6nemli
katkilar saglamaktadir. SP ve CGRP’nin néropeptid 6zelik gostermesinden dolay1
tip ve fizyoloji alanlarinda hastaliklarin teshis ve tedavisine yénelik yapilan
¢alismalar ¢ogunluktadir. Literatiirde peptid diizeylerinin tayini igin agirlikh
olarak enzimatik yontemlere (RIA veya EIA) dayal tekniklerin kullamildig:
gortilmektedir. SP ve CGRP ile ilgili yapilmig ¢aligmalar incelendiginde biyolojik
numunelerdeki miktar tayinlerine yonelik gelistirilen analitik yéntemler sinirlidir.
Noropeptidlerin  sinir dokularinda diisiik derigimlerde bulunmalari nedeniyle
analitik yontem gelistirilmesi zorluklar tasimaktadir.

Kiitle spektrometri temeline dayali néropeptidomik ¢alismalar, sinir bilimindeki
endojen noropeptidlerin biyolojik numunelerde belirlenmesini kapsamaktadir ve
sinir bilimleri aragtirmalarinda giderek artan bir éneme sahiptir. Bu yéntem
kullanilarak yeni peptidler kesfedilebilmekte, hastalik modellerine uygulandiginda
patofizyolojik mekanizmalarda 6nemli rolleri tanimlanabilmekte ve ilag¢ hedefleri
veya biyoisaretleyici olarak kullanilabilmektedir (Dijck ve ark., 2011; Svensson
ve ark., 2007).

Bir &megin proteomik/peptidomik analizi 4 basamaktan olusmaktadir;
proteinlerin/peptidlerin numuneden ekstraksiyonu, ayirimlar, saptanmalar ve
ayrilan maddelerin tanimlanmalari, analizleri seklinde olmaktadir (Baggerman ve
ark., 2004). Kiitle spektrometri sadece peptid ve proteinlerin molekiiler
agirliklaninin yiiksek duyarlik, dogrulukla belirlenmesini saglamakla kalmayip
ayn1 zamanda onlarin aminoasit dizilimlerinin belirlenmesini de miimkiin
kilmaktadir (Hoffmann ve Stroobant, 2007). Tandem K S’de ana kiitle m/z’lerinin,
ana kiitlelerin pargalanmasi ile elde edilen pargalarmin tayini de
yapilabilmektedir. Ana kiitlelerin pargalanarak olusturdugu fragman iyonlar iyi bir
kalitatif analiz verisidir. Segilen ana kiitlenin pargalanarak olusturdugu
fragmanlardan biri ya da birkac1 segilerek elde edilen veriler kullamlarak ¢ok
se¢ici ve duyarl kantitatif analiz verisi olusturulur. Bu yonleriyle segici, duyarl,
hem miktar tayinlerinde hem de yapi tayinlerinde kullamlan benzersiz bir
yontemdir. Ayrica Tandem KS’de kompleks kansimdan segilen ana kiitlenin
fragmentasyonunun yapilabilmesi, doku ekstraktlarindan peptidlerin ‘de nova’
dizilimini aynntii kromatografik aywrma olmaksizin miimkiin kilmaktadir
(Baggerman ve ark., 2004).

Yapilan ¢alismada néropeptidlerin beyin dokularindaki diizeylerinin belirlenmesi
i¢in yaygin olarak kullamlan ELISA ve gelistirilen SK-KS/KS yoéntemleri
kullamlmigtir. Ulkemizde ilk defa noropeptidlerin tayini igin iki yontem birlikte
kullanilarak, beyin ve beyin sap1 dokularinda oldukga duyarli, giivenilir, segici ve
hizl1 bir kromatografik bir yontem gelistirilmistir.

Cs kolon kullanilarak %0.2 formik asit igeren su-ACN gradiyent hareketli faz
sisteminde noropeptidlerin SK-KS/KS ydntemiyle ayrim, belirleme ve saptama
ile ilgili optimum kosullar1 belirlenerek SP ve CGRP’nin eszamanli olarak
sirasiyla 8.7 dk ve 10.1 dk ahkonma zamanlarinda kromatografik ayrimi
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gergeklestirilmistir. Yontemin validasyonu gosterilmistir. Wistar cinsi siganlardan
aliman beyin ve beyin sapi dokularinda gelistirilen SK-KS/KS yontemiyle bazal
endojen diizeyler belirlenmistir. Beyin sap1 dokusundaki SP ve CGRP bazal
endojen derisimler sirasiyla 415.10+124.80 ng/g, 132.074196.77 ng/g olarak,
beyin dokusundaki SP derigimi ise 57.95+38.01 ng/g olarak hesaplanmistir. Beyin
dokusunda CGRP diizeyi yontemin tayin smirinin  altinda kaldigi icin
hesaplanamamistir. Enzim Bagli Immunosorbent Analiz yontemiyle, SP ve CGRP
icin kit prosedurleri kullanilarak beyin ve beyin sapi dokusundaki derisimleri
incelenmistir. SP diizeyi beyin ve beyin sapinda belirlenememistir. CGRP diizeyi
ise beyin sapinda 2351.24+292.49 ng/g, beyinde 1567.96+55.47 ng/g olarak
belirlenmigtir.

Mevcut literatiir bilgileri ile karsilagtinldiginda sunulan tez ¢alismasiyla
gelistirilen SK-KS/KS yontemi ile ilgili olarak sunlar séylenebilir:

e (aligmada  gelistirilen = SK-KS/KS  yonteminde  asetik  asit
homojenizasyonundan olusan basit ve tek basamakli doku prosediirii
kullamlmigtir.  Literatiirlerde &nerilen iki basamakli asetik asit
prosediirlerine gére uygulanabilirlik bakimindan kolaylik saglanmuistir.

e Peptid ekstraksiyonu iglemlerinde kullamlan Microcon filtrelerin maliyeti
olduk¢a pahali ve kullamimi pratik degildir. Calismada maliyeti ucuz,
erigilebilirligi kolay PTFE filtreler kullanilmustir.

e Noropeptidlerin ~ SK-KS/KS  analizi igin  standart ¢dzeltilerin
hazirlanmasinda kaynaklar % 0.25 TFA-su ¢ozeltisi igerisinde hazirlamay1
6nermektedir (Beaudry ve ark.(2009); Beaudry ve Vachon (2006); Ferland
ve ark. (2011)). Bu ¢aligmada kullamilan ACN igerisinde hazirlanmis %0.5
asetik asit c¢ozeltisi peptidlerin kiitle parcalanmasi sonucu elde edilen
fragman iyonlarin gézlenmesine katki saglamis, standart peptid ¢6zeltileri
hazirlanig1 bakimindan literatiire yenilik getirmistir.

e (3 narrowbore kolon kullamlarak literatiire gore daha kisa alikonma
zamanlarda SP ve CGRP’nin analizi ger¢eklestirilmistir (Beaudry ve
ark.(2009); Beaudry ve Vachon (2006)).

e Diger SK-KS/KS yontemlerinde kullamilan kiitle analizorlerinden farkls
olarak noropeptidlerin belirleme ve saptama galismalarinda ti¢lii kuadrupol
kiitle analizérii kullanilmigtir.

e Kaynaklarda yer verilen validasyon parametrelerinden farkli olarak EMEA
2011 biyoanalitik validasyon rehberine gére matriks etkisi arastirnlmstir

(http-5).

e SK-KS/KS calismalarinda i¢ standart (IS) olarak analizi hedeflenen
bilesenlerin izotoplart kullamlmaktadir. Bu izotop bilesenlerinin temin
etmekteki zorluklar nedeniyle SP ve CGRP izotoplar1 kullamlamamstir.
Gelistirilen SK-KS/KS yonteminin yeterli kesinlik ve dogruluga sahip
oldugunun gosterilemesi nedeniyle literatiirde gegen reserpin ve tilosin
gibi SK caligmalarinda kullanilan IS’lerin kullanilmasi tercih edilmemistir.
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e Noropeptidlerin dokudaki kantitatif tayininde standart ekleme yontemi
kullanilmuastir.

e SK-KS/KS yontemiyle néropeptidlerin kantitatif tayini c¢ahisilan doku
numunesi bakimindan da orijinallik tasimaktadir (Beaudry ve ark.(2009);
Beaudry ve Vachon (2006); Ferland ve ark. (2011); Erin ve ark. (2012),
Pailleux ve ark. (2012; Erin ve Ulusoy (2009)).

RIA ve ELISA analizleri ndropeptidlerin diizeylerini belirlemek icin yaygin
olarak kullamlmaktadir. Bu y6ntemler duyarli olmasina ragmen, antiserumlarm
¢ogu tek bir peptide 6zgii degildir ve diger peptidler ile ¢apraz reaksiyona
girebilmektedir. Calismamiz kapsamundaki ELISA 6l¢limlerindeki peptid
diizeylerinin SK-KS/KS sonuglarindan fazla ¢ikmasi bu bilgiyi dogrulamaktadir,
Ayrica bu yontemler ile aym1 zamanda sadece belli sayidaki noropeptid analiz
edilebilmektedir. Peptidlerin taninmasim sinirlandirmaktadir. Kiitle spektrometri
kullanarak bir numunede birgok ndropeptidin eszamanli tanimlanmasi ve tayini
miimkiin olabilmektedir (Dijck ve ark., 2011).

Bu tez calismasinda noropeptidlerin ¢ok diisiik derisimlerde biyolojik
numunelerde bulunmalarina ragmen, SP ve CGRP’nin beyin ve beyin sapi
dokularinda eszamanh seciciligi, duyarhign yiiksek, hizli ve giivenilir bir yontem
olan SK-KS/KS analizinin gerg¢eklestirilmesi hedefine ulasiimistir.

SP ve CGRP i¢in gelistirilen olduk¢a duyarli, giivenilir, segici, hizhi bir SK-
KS/KS yonteminin biyolojik dokulardaki olgiimlere temel olusturacagi, sinir
bilimleri alaninda ¢alisan aragtirmacilarin g¢esitli hipotezlerinin aydinlatilmasinda
kullanabilecegi tip ve fizyoloji alanlarinda yapilan hastaliklarin tani ve teghis
calismalarina katki saglayacag diisiiniilmektedir.
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SUPERIOR SERVIKAL GANGLIYONEKTOM| VE 4880 UYGULAMASININ SICANLARDA
TRIGEMINAL GANGLIYON cGRP VE SUBSTANS P DUZEYLERINE ETKISI
Erkan Kiling!, Neva Alasad’, Tugba Kirboga', Dilek AkZ, Falma Tare!
\Abant izze! Baysal Lniversites Tip Fekilllesi, Fizyoloji Anabilim Dali Balu,
Anadaly Universilesi. Eczacilik Fakiltesi, Analitik Kimya Anabilim Dali, Eswsehir

Amag: Duramaterin nosiseptér aklivasyonu sonucu subtans-P (SP) ve kalsitanin gen-iigkli peptic
(cGRP) aaciid e olugsan ndrojenls  inflamasyon, migren  gibl  primer  basadnlannin
fizyopalolojeinden sorumiu tululmaktadr, Masl hocrelerinin norojenik  inflamasyona  kalidig)
gosleriimist. Migren kronik sempalik yetmezlik olarak tammlanmaktadir. Uzun sireli sempatekiomi
uyguianan siganiada dwamater mast hucrelennain akive oldugu ve igenklennt  degistirdig
bulurmugiur, Sunulan calizmada kisa sureli sempatekiominin ve gusil bir mast hice degraniiaténi
olan compeund 4600 uygulamasinn beyin sap, duramater ve trigeminal gangliyon SF ve cGRP
dizeylen tzerine etkisinin araginimas: amaglanmiglr,

Garag va Yontam: Deneylerds 21 adet Wistar erkek sican kollanid Oinea gruptain=7), snectes
alinda boyun orta hal boyunca kesilerek eol siperor servikal sempalik gangliyon gikanid. Sham
prubundaki (n=7) sganlann gangliyonlan zole edid fakal bunlar Gikanimads. Compound grubuna
n=7) ise mast hiore etkisini gostermek igin guell bir mast hicre degranuialon compurd 48/80
(2mg'kg ip) uygulavp 4 spat sonra beyin sap. rigeminal ganglyonlar ve dura materier alind.
Dokular tarihp Hlgim zamanina kadar -7 Cde sakland). Dokulardaki SP ve cGRF kansaniresyonlan
Elf yéntem ile dlglidiu Verier Mann-Whilney L) test ile karsilastinid |

Buigular; Mast! hioe degenilasyonunun ndiklendiol sicenlarda Irigeminal gangliyon SP dizeyi
karirol grubuna gore anlamh duzeyde ararken curamalerde anlami azalma bulundu (p<0.05)
Sempatekioml rigeminal cangiiyon SP cuzeyin sonirol Jrubuna gore anlami duzeyde anied
{p<) 05). cGRP duzeyler karsiabridiinds sempateklom ipsilateral duramalerde Kontrole gone
artiga nadon olsa da bu islatistivsel clorok antoml bulunmad, Sodoce beyin sap) omakleringe cGRP
diizeyi, compound 48/80 verilen grupla kontrol grubuna gore adlaml cizeyde artmis bulundy
1p=0,01).

Soruglar: Bu galsma sempatektominin ve mast hicre degranitasyonuiun, meningial duyusal
afferentierin norotransmitteden olan 5P ve cGRP duzeylerin degistirdigini qostemmisti Dzellke
tigeminal ganglyon SP dizeyinin artis meningial norojenik inflanasyonu dosundurmekledic By
sonuglar, gonlmuzde sadece ataklann onlenabildigi migran basagnsinin ledavisinde sempalik sinir
sislami ve mast hicreler i meningial duyusal afferentienin gift yonld elkilesiminin gtz Bnunde
bulundurulimas:inin gerekliligni criaya koymakladir.
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DETERMINATION OF SUBSTANCE P IN RAT BRAIN TISSUES BY HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY-ELECTROSPRAY
IONIZATION-TANDEM MASS SPECTROMETRY
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Erol Sener™, Dilek Dogrukol-Ak™

Anadolu University, Health Science Institute, Department of Analytical Chemistry™
and Anadolu University, Pharmacy Faculty, Department of Analytical Chemistry**
26470, Eskisehir- Turkey

amino acid consist of short-chain polypeptide. Substance P is widely distributed in
the central and peripheral nervous systems. In the central nervous system, participates
in various behavioral responses and in regulating neuronal survival and degeneration.
It is also a role in the regulation of cardiovascular and respiratory function. Substance
P is released from the terminals of specific sensory nerves, is found in the brain and
spinal cord that is associated with inflammatory processes and pain. The separation
and quantification of peptides were the most challenging analytical tasks in complex
biological samples. Generally used methods of seperations are sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide  gel  electrophoresis  (SDS-PAGE),  size-exclusion
chromatography (SEC), radioimmunoassay (RIA), capillary electrophoresis (CE) and
high performance liquid chromatography(HPLC). Recently developed methods such
as quantitative matrix-assisted laser desorption/ionization-mass spectrometric
(MALDI-MS) approaches or the coupling of electrospray ionization with high
performance liquid chromatography led to the development of new LC-ESI-MS/MS
techniques for peptide analysis.

The aim of the our study was LC-ESI-MS/MS method for the identification and
quantitation of the Substance P in rat brain tissues. A gradient mobile phase used with
a Zorbax Cg 150x2.1 mm with a particle size of 3.5 pum narrow-bore column.
Gradient elution mobile phase components consist of % 0.2 formic acid in water (A)
and %0.2 formic acid in acetonitrile (v/v) (B). Flow rate was fixed at 0.2 mL/min. SP
eluated at 8.7 min. Mass spectra for SP obtained in positive ion mode and the ion
transitions occured m/z 674.3 —[600+254.4]. The method was found linear over the
analytical range of 7.88-591 ng/mL by using a linear regression (weighted 1/x) with
coefficients of correlations (r) ranging from 0,9927-0,9980. The LOQ was 7.88
ng/mL. Precision and accuracy were determined by measuring the concentration of
SP in three replicates of quality control standards at three different concentrations
(7.88, 197 and 591 ng/mL) for three separate batches. Intra-day precision was <15%,
and calculated recovery was >91%. For the inter-day studies precision was 15%, and
calculated recovery was >98%. According to the bioanalytical validation guideline
published by the FDA, acceptable precision and accuracy results were achieved. This
method was applied to rat brain tissues (whole brain and brain stem samples) to
measure SP concentration.
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Simultaneous determination of substance P and CGRP in rat truncus encephali
tissues
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SubshmePandCGRPmuemopepﬁdes&mbdmgsmhmchyhmmdm{amﬂy.hm
mﬂﬂmwssyﬂmﬂ:mepepﬁdesmﬁdpaﬁeinvmwsbehﬂaﬂrﬁpm and in regulating
neuronal survival and degeneration SP is associated with inflammatory processes and pain. CGRP
acts as pewromodulator, but its presence in mervous fissues and blood vessels demonstrates that
regulation of many processes.

150x2.1 mm. particle size of 3.5 pm narrow-bore column. Gradient mobile phase. consist of 0.2%
formic acid in water (A) and 0.2% formic acid in acetonitrile {v/v) (B). By using flow rate at 0.2
ml/min, SP and CGRP were eluted at 8.7 and 10.1minmpecﬁvely.Massspec1mnforSPand
CGRP were obtained in positive ion mode and the ion transitions occurred [M + 2H]* m/z 674.3
—[600.0+254 4] and [M + 4HI*" 952.2—1214.0. The method was linear over the range of 584385
and 0.2-155.3 pmolmL for SP and CGRP respectively, with coefficients of comrelations (1) ranging
from 0.9903-0.9980 by using a linear regression (weighted, 1/x). The LOQ was 5.8 and 0.2 pmol/mL
for SP and CGRP, respectively. Precisionandammcyweredetemimdbymmmningthe
concentration of SP and CGRP of quality control standards at three different concentrations (5.8, 58
and 4385 pmolmL for SP, n=3), (0.2, 20.7 and 1553 pmol/mL for CGRP, n=3) with three
individual batches, respectively. Intra-day precision was =12 5%, and calculated recovery was =91%.
For the inter-day studies precision was <15%, and calculated recovery was =87%. According to the
bicanalytical validation guideline published by the ICH, acceptable precision and accuracy results
were achieved This method was applied to rat truncus encephali tissues of Wistar rats fo measure P
and CGRP concentration According to the analysis of tissue samples (p=6). the mean values of the
basal endogenous concentrations for SP and CGRP were calculated as 308.2202.6 and 34.75+517

pmol/g, respectively.
This study was supported by the Research Council of Anadolu University for the project {Project

Number: 12035048). The authors appreciate the instrumental support of the project mumber
-13015009

ic4




INTERNATIONAT,
MULTIDISCIPLINARY SYMPOSIWM :

DRUG RESEARCH & DEVELOPME

DETERMINATION of CALCITONIN GENE-RELATED PEPTIDE in RAT

BRAIN STEM TISSUES by LIQUID CHROMATOGRAPHY -ELECTROSPRAY
IONIZATION-TANDEM MASS SPECTROMETRY

Neva Alasag', Erol Sener’, Dilek Dogrukol-AK’, Fatma Tire

14nadelu University, Health Science Institute, Department of Anaiptical Chemistry, 26470 Eskigehir, Turkey
A padolu University, Faculty of Pharmacy, Department of Analytical Chemistry, 26470 Eshisehir, Turkey
Qanko University, Faculty of Medicine, Department of Physiology, 27090 Gaziantep, Turkey

(nalasag@anadolu. edu.tr,

Calcitonin gene-related peptide (CGRP) is a neuropeptide that consist of 37 amino acid and belongs to
calcitonin family. CGRP is widely distributed in the nervous and cardiovascular system. If acts as
neuromodulator, but its presence in nervous tissues and blood vessels demonstrates that regulation of
many processes. A very important function of CGRP is to control blood flow various organs by its potent
vasodilatory activity [1]. The separation and quantification of peptides were the most challenging
analytical tasks in complex biological samples [2]. Generally used methods of separations are sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), size-exclusion chromatography
(SEC), radioimmunoassay (RIA), capillary electrophoresis (CE) and high performance liquid
chromatography(HPLC). Recently developed methods such as quantitative matrix-assisted laser
desorption/ionization-mass spectrometric (MALDI-MS) approaches or the coupling of electrospray
ionization with high performance liquid chromatography led to the development of new LC-ESI-
MS/MS techniques for peptide analysis [3].

The aim of the our study was LC-ESI-MS/MS method for the identification and quantitation of the
CGRP in rat brain stem tissues. A gradient mobile phase used with a Zorbax Cg 150%2.1 mm with a
particle size of 3.5 jm narrow-bore column. Gradient elution mobile phase components consist of %
0.2 formic acid in water (A) and %0.2 formic acid in acetonitrile (v/v) (B). Flow rate was fixed at 0.2
mL/min. and CGRP cluated at 10.1 min. Mass spectra for CGRP obtained in positive ion mode and the
ion transitions oceured m/z 952.200—1214. The method was found linear over the analytical range of
0.788-591 ng/mL by using a linear regression (weighted 1/x) with coefficients of correlations {r) ranging
from 0.9903-0.9923. The LOQ was 0.788 ng/mL. Precision and accuracy were determined by measuring
the concentration of CGRP in three replicates of quality control standards at three different
concentrations (0,788, 78,8 and 591 ng/mL) for three separate batches. Intra-day precision was <%12.5,
and calculated recovery was >%95. For the inter-day studies precision was <%10, and calculated
recovery was >%87. According to the bioanalytical validation guideline published by the FDA,
acceptable precision and accuracy results were achieved [4]. This method was applied to rat brain stem
tissues to measure CGRP concentration.

References:

[1] Sewald N., Jakubke H., Peptides:Chemistry and Biology, Germany, Wiley-VCH Verlag GmbH,
2002, p:443-444.

[2] Chandramouli K., Qian P., Proteomics: Challenges, Techniques and Possibilities to Overcome
Biological Sample Complexity, S AGE-Hindawi Access to Research Human Genomics and Proteomics,
2009:1-22, 2009.

[3] Ban, E., Choi, O.K., Chung, W.Y., Park, C.5., Yoo, E.A., Chung , B.C., Yoo, Y.5., Influence of
buffer composition and sample pretreatment on efficiency separation for monitoring neuropeptides in
plasma using capillary electrophoresis, Electrophoresis., 22, 2173-2178 (2001).

[4] Beaudry., F., Vachon., P., Determination of substance P in rat spinal cord by high-performance liquid
chromatography electrospray quadrupole ion trap mass spectrometry, Biomed. Chromatogr., 20, 1344
1350 (2006).

October 15-17, 2015, Eskigehir-TURKIYE 95




