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OZET

Pirasetam Etken Maddesinin Farkh Ortamlarda Miktar Tayini I¢in Analitik
Yontemlerin Gelistirilip Valide Edilmesi Ve Bas Donmesi Sikayeti Olan Hastalarin
Pirasetam Kullanimi Esnasinda Metabolom Profillerindeki Degisimlerin
Belirlenmesi

Amag: Bu caligmanin amaci pirasetam miktar tayini icin farmasoétik preaparatlarda UV-Gor. Bolge
Spektrofotometri ve 1. Derece Tiirev Spektrofotometri yontemlerini gelistirip valide etmek, bag donmesi
sikayeti ile hastaneye bagvuran hastalara tedavi amagli Nootropil tablet verilen hastalarn plazma
orneklerinde LC-MS/MS yontemiyle Pirasetam miktar tayin yontemi gelistirip valide etmek ve LC-Q-
TOF/MS yontemiyle plazma metabolomik profillerini belirlemektir.

Materyal ve Metot: UV-Gor. Bolge spektrofotometri ve 1. Derece Tiirev Spektrofotmetri
yontemleri gelistirildi ve absorbans 6l¢iimleri sirastyla 201 nm ve 204 nm dalga boylarinda yapildi. Plazma
calismalarinda, pirasetamin ekstraksiyonu igin asetonitril kullanildi. LC-MS/MS ydntem sartlar1 optimize
edildi. Pirasetam ¢ozeltileri %0.03 TFA’l1 metanolle hazirlandi. Yontemde, mobil faz olarak asetonitril-su-
formik asit (88:12:0,1, h/h/h) karisimi kullanildi ve izokratik eliisyon uygulandi. Insan plazmasinda
metabolom analizi i¢in LC-Q-TOF/MS cihaz1 kullanildi. Metabolom profillemede Mass Hunter B.02.00,
XCMS, HMDB, KEGG ve METLIN yazilimlar1 kullanildi.

Bulgular: Gelistirilip valide edilen LC-MS/MS, UV-Gor. Bolge Spektrofotometri ve 1. Derece
Tiirev Spektrofotometri yontemleri uygun dogruluk, kesinlik ve yiiksek geri kazanim degerleri gosterdi.
Plazmadan geri kazanim %86.785 ile %91.715 araliginda degismekte idi. Metabolomiks caligmasinda ise
kontrol grubu ile Grup 1 (ilag verildikten 30 dk sonra alinan plazma) arasinda 724 farkli m/z degeri, kontrol
grubu ile Grup 2 (ilag verildikten 60 dk sonra alinan plazma) arasinda 2119 farkli m/z degeri belirlendi.
6/28’lik bir eslesme ve 7.3192E-9’luk P degeriyle alanin-aspartat ve glutamat metabolizmasi etkilenen
Onemli yolaklardan biri oldu. Ayrica yapilan ROC analizi sonucu 0.926 AUC degerine sahip pikolinik asit

en kuvvetli biyobelirteg aday1 olarak belirlendi.

Sonug¢: Yapilan hedeflenmemis metabolomiks ¢alisma ile pirasetamin etki mekanizmasina dair
yapilan ¢aligmalar desteklenmis oldu ve ayrica yeni bir yaklagim getirildi. Ileride elde edilen yiiksek
katlanma degerine sahip metabolitler ve belirlenen biyobelirtegler ile sonuglar giiglendirmek amaciyla ile
hedeflenmis metabolomik ¢alisma gelistirilebilir. Ayrica gelistirilen UV-G6r. Bolge Spektrofotometri ve
1. Derece Tiirev Spektrofotometri yontemlerinin kalite kontrol amacl kullanilabilecegi ve ayrica
gelistirilen LC-MS/MS yo6ntemiyle plazma 6rneklerinde pirasetam ilacinin yiiksek dogruluk ve kesinlikte

belirlenebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: biyobelirteg, metabolomiks, pirasetam, spektrofotometre, validasyon
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ABSTRACT

Development And Validation Of Analytical Methods For Quantitation Of
Piracetam In Different Environment And Determination Of Changes In The
Metabolom Profiles During The Use Of Piracetam Of Patients With Diagnosis
Complaints

Aim: The aim of this study was to develop and validate UV-Visible Spectrophotometry and 1.
First-Order Derivative Spectrophotometry methods for the determination of piracetam levels in
pharmaceutical preparations, to develop and validate a method for the determination of piracetam levels in
plasma samples from patients treated with Nootropil tablets for dizziness using LC-MS/MS, and to

determine plasma metabolomic profiles using LC-Q-TOF/MS.

Material and method: UV-Visible region spectrophotometry and first-order derivative
spectrophotometry methods were developed, and absorbance measurements were performed at 201 nm and
204 nm wavelengths, respectively. In plasma studies, acetonitrile was used for the extraction of piracetam.
LC-MS/MS method conditions were optimized. Piracetam solutions were prepared with methanol
containing 0.03% TFA. In the method, a mixture of acetonitrile-water-formic acid (88:12:0.1, v/v/v) was
used as the mobile phase, and isocratic elution was applied. An LC-Q-TOF/MS device was used for
metabolome analysis in human plasma. Mass Hunter B.02.00, XCMS, HMDB, KEGG, and METLIN

software were used for metabolome profiling.

Results: The developed and validated LC-MS/MS, UV-Visible Spectrophotometry, and First
Derivative Spectrophotometry methods showed appropriate accuracy, precision, and high recovery values.
The recovery from plasma ranged from 86.785% to 91.715%. In the metabolomics study, 724 different m/z
values were identified between the control group and Group 1 (plasma collected 30 minutes after drug
administration), and 2,119 different m/z values were identified between the control group and Group 2
(plasma collected 60 minutes after drug administration). With a 6/28 match and a P-value of 7.3192E-9,
alanine-aspartate and glutamate metabolism emerged as one of the significantly affected pathways.
Additionally, the ROC analysis identified picolinic acid, with an AUC value of 0.926, as the strongest

candidate biomarker.

Conclusion: The non-targeted metabolomics study conducted supported the studies on the
mechanism of action of piracetam and also introduced a new approach. In the future, targeted metabolomics
studies can be developed to strengthen the results with metabolites with high fold-up values and identified
biomarkers. Additionally, it is believed that the developed UV-Visible Region Spectrophotometry and
First-Order Derivative Spectrophotometry methods can be used for quality control purposes, and that the
developed LC-MS/MS method can accurately and precisely determine the presence of piracetam in plasma

samples.

KeyWords: biomarker, metabolomics, piracetam, spectrophotometer, validation
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1. GIRIS

Nootropikler biligsel bozukluklarin yonetimi, zihinsel uyanikligin iyilestirilmesi
ve klinik hastalarda enerji seviyelerinin artirilmas1 i¢in giiniimiizde siklikla
kullanilmaktadir. Ayrica saglikli bireyler tarafindan performansi iyilestirmek ve belirli
bilissel-zorlayici1 gorevlerde rekabet avantaji elde etmek igin de tercih edilmektedir (Atiri
ve Popoola, 2023). Nootropikler sinifina dahil olan pirasetam da saglikli insanlar
tarafindan artan stres donemlerinde zihinsel performanst iyilestirmek ve hafiza ile iligkili
noronal bozukluklar igin biligsel bir giiclendirici olarak giinimiizde siklikla
kullanilmaktadir (Mani, 2022; Voronina, 2023). Ancak giiniimiizde hala etki
mekanizmasi dahi tam olarak kanitlanmamis ilag olan pirasetamin zekd ve hafizayi
artirmak amaciyla rastgele kullanilmasinin doguracagi sonuglar kocaman bir soru
isaretidir.

Bu calismada pirasetam etken maddesinin standart cozeltilerde ve farmasotik
preparatlarda (tablet) miktar tayini icin UV-Go6r. Bolge Spektrofotometri ve 1. Derece
Tiirev Spektrofotometri yontemlerinin gelistirilmesi ve valide edilmesi, insan
plazmasinda pirasetam etken maddesinin miktar tayini igin LC-MS/MS yonteminin
gelistirilmesi ve validasyonun yapilmasi, bu gelistirilen ve valide edilen ydntemin
uygulanabilir oldugunu gdstermek icin ile Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi Acil
Servise bas donmesi sikayeti ile gelen hastalara Nootropil tablet verildikten sonra alinan
kan oOrneklerinde pirasetam miktar tayinlerinin yapilmasi ve ayrica bu hastalarin
plazmalarinda LC-Q-TOF/MS yéntemiyle metabolomiks analizlerinin gergeklestirilmesi
amaclanmaktadir

Yapilan literatiir taramasinda pirasetamin insan plazmasinda metabolomik etkileri

lizerine bir calismaya rastlanmamugtir. Insan plazmasinda pirasetamin metabolom



profilini belirleyerek pirasetamin etki mekanizmalarina dair soru isaretlerinin ortadan
giderilmesini saglanmasi ve bu ¢alisma sonucunda elde edilen verilerin bu alandaki bilgi

eksikligini giderecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pirasetam

Pirasetam yunanca zihin anlamina gelen noos Ve ileri anlamina gelen tropein
kelimelerinden tiiretilmistir (Giurgea, 1973). Pirasetam, nootropikler adi verilen ve
oksirasetam, pramirasetam, etirasetam, nefirasetam, anirasetam, rolzirasetam gibi
rasetam ailesinin tiyelerinden biri olup bu ilag grubunun ilk tiyelerinden biridir (Wojszel,
2021). 1972’den beri klinik kullanimda olan pirasetam Belgika’daki UCB
laboratuarlarinda Corneliu E. Giurgea tarafindan 1964 yilinda sentezlenmistir (Winnicka
ve ark., 2005).

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

5-karbon oxopirolidon halka yapisina sahip olan pirasetam, 2-oxo-1-pirolidin-
asetamid olarak bilinen rasetam grubuna dahil sentetik bir bilesiktir. Gamma-amino
butyrik asit (GABA)‘in siklik bir tirevidir (Kumar ve ark., 2022). Su, metanol ve
etanolde kolaylikla ¢oziiniirken asetonda neredeyse c¢Oziinmez. Beyaz kristal toz
goriinimiinde olan pirasetam hafif acidir ve kokusuzdur (Genton ve Van Vleymen,

2000). Pirasetamin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 2.1°de verildi.

NH,

0

Sekil 2.1. Pirasetam’in molekiil yapisi



Tablo 2.1. Pirasetamin fizikokimyasal 6zellikleri

Pirasetamin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri Degeri/Ozelligi
Kaba formiilii CeH10N20;
Molekiil kiitlesi (g/mol) 142.158

Kaynama noktasi (°C)
Erime noktasi (°C)

Fiziksel goriiniimii
Coziiniirliik (suda) (mg/mL)
Yogunluk (g/cmd)

337.3+44.0 (760 mmHg’de)
151.5-152.5

Beyaz renkte kristaller

50.0

1.4+0.1

2.1.2. Farmakokinetik Ozellikleri
Pirasetamin  farmakokinetik  parametreleri

(Hitzenberger ve ark., 1998).

Tablo 2.2. Pirasetamin farmakokinetik parametreleri

Tablo 2.2’de Ozetlenmistir

Farmakokinetik parametre Degeri
Tmax (dakika) 30-50
ty, (saat) 4.5
Biyoyararlanim (%) >99
Renal klerens (mL/min) 66
Total viicut klerens (mL/min) 99
idame dozu (g) 3.6-12
Doz arahg (saat) 6-12
Plazma proteinlerine baglanma (%) 0

2.1.3. Farmakolojik Ozellikleri

Alisilmadik bir farmakolojik etkinlige sahip olan pirasetam saglikli canlilarda ya

da c¢esitli nedenlerden dolay1 biligsel zayiflik yasayan canlilarda 6grenmeyi kolaylastirir

ve hafizayi iyilestirir. Tim bunlar1 yaparken de yiiksek dozlara ragmen herhangi bir

sedatif etkiye neden olmaz ve otonomik aktiviteden yoksundur (Vernon ve Sorkin, 1991).

Yani pirasetam ve tiirevi ilaglar herhangi ciddi bir yan etkiye sahip olmaksizin serebral



fonksiyonlarin modiilatorii olarak rol oynar ve ndronal diizeyde etkilerine ilaveten bir de
vaskiiler diizeyde etkileri vardir (Waegemans ve ark., 2002).

2.1.4.Vaskiiler Etki Mekanizmasi

Nalbandian ve ark. (1983) hem normal hem de orak hiicreli eritrositler tizerinde
yaptig1 c¢alismada pirasetam eklenen dondrlerde pirasetamin eritrositlerin endotele
yapismasini azalttigini tespit etmislerdir. Bir calismada pirasetamin tromboksan sentetaz
veya anti-tromboksan A2 aktivitesinin inhibe ederek etki gosterdigi sonucuna varilmas,
ek olarak giiclii vazodilator ve anti-trombotik aktiviteye sahip prostasiklin sentezini
uyardig1 belirlenmistir (Moriau ve ark., 1993; Vane ve Corin, 2003). Sato ve Heiss,
(1985) ratlar tizerinde yaptiklari bir ¢alismada ise pirasetamin kan akimi yetersizliginden
dolay1 islevi bozulan beyin dokusuna pozitif yonde etki ettigi sonucuna varmislardir. i¢
kulaktaki kan akisina dair yapilan baska bir ¢alismada ise pirasetamin kulaktaki doku
perflizyonu i¢in onemli rol oynayan koklear mikro dolagimi hizlandirdigi sonucuna
varilmistir (Maass ve Soetanto, 1988).

2.1.5. Noronal Etki Mekanizmasi

Cok sayida biyokimyasal ve davranigsal bulgu sunulmasina ragmen pirasetam ve
benzeri nootropiklerin etki mekanizmasi hala kocaman bir soru isareti olmakla birlikte
net bir sekilde agikliga kavusmadigi belirtilmektedir (Ebrahimi ve ark., 2022). Pirasetam
veya analoglarinin yiiksek afiniteli asetilkolin alimi, muskarinik reseptdér yogunlugu,
glutamat, serotonin ve biyojen aminler dahil olmak tizere bilissellikte rol oynayan gesitli
iletici mekanizmalara etki ettigini kanitlayan raporlar olmasma ragmen, etki
mekanizmalarina iliskin birlestirici bir hipotez hala eksiktir ve bu ajanlarin biligsel
giiclendirici Ozelliklerini gdsterme mekanizmalarinin hala tartismaya acik bir konu
oldugu vurgulanmaktadir (Gualtieri ve ark., 2002). Loscarteles ve ark. (1998), civcivler

tizerinde yaptiklar1 bir calismada pirasetamin civcivlerin plazma kortikosteron



seviyelerini artirtigini, hafiza kolaylastirici etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir ve bu
calismalarindan yola ¢ikarak nootropiklerin bilissel etkilerinde glukokortikoid
reseptOriiniin  aktivasyonunu Ve hafizayr gii¢lendirici etkilerin steroide duyarli
olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Yapilan deneysel baska bir ¢alismada pirasetamin hafiza
ve odaklanma tlizerine etkili olabilmesi, bilissel faydalarini ortaya ¢ikarabilmesi i¢in uzun
siireli yiiksek dozda uygulamanin gerekli oldugu belirlenmistir ve ayrica pirasetamin
kolinerjik norotransmisyonu artirabilecegi ¢alismada vurgulanmistir (Croisile ve ark.,
1993). Bering ve Miiller, (1985) tarafindan yapilan bir ¢alismada pirasetamin L-glutamat
reseptoriinde 6nemli Olgiide aktif oldugunu belirlemislerdir. Miiller ve ark. (1997)
tarafindan ratlar ile ilgili yapilan bir baska ¢alismada ise yash ratlarin beyin zarlarinda
zar akigkanligini artirdig1 geng ratlarda ise beyin zar akiskanligini degistirmedigini tespit
etmislerdir. Ayrica, yash ratlarda aktif kaginma 6grenimini 6nemli dlgiide iyilestirdigi
belirlenmistir. Pilch ve Miiller, (1988) ratlarda pirasetamin yaklagik 2 hafta kronik
kullanilmas1 sonucunda disi ratlarin frontal korteksindeki m-kolinerjik reseptor
yogunlugunu yaklasik %30-40 oraninda artirdig1, ancak geng (4 haftalik) ratlarin frontal
korteksindeki m-kolinerjik reseptdr yogunlugu iizerinde hi¢ bir etkinin olmadigimni
belirlemislerdir. Pirasetamin m-kolinerjik reseptdr yogunlugu iizerindeki etkisinin,
pirasetam ile kolinerjik onciil tedavinin kombinasyonlarinin yaslh deney hayvanlari ve
hastalarda hafiza ve diger bilissel islevler lizerinde olumlu etki yapacagi belirtilmektedir.
Ayrica, pirasetam ve analoglarinin kolinerjik mekanizmalarin aktivasyonunu gdsteren
dogrudan veya dolayli kanitlar yapilan bir derlemede de belirtilmektedir (Pepeu ve
Spignoli, 1989). Pirasetamin bilissel islevi tizerine yapilan bir ¢alismada, pirasetam'in
oksijen glikoz yoksunlugu (OGY) ile uyarilan SH-SYS5Y hiicrelerinin biiylimesini
arttirdig1, mitokondriyal fonksiyonunu gelistirdigi ve pirasetamin OGY ile uyarilan SH-

SY5Y hiicrelerinin oksidatif stresini inhibe ettigi tepit edilmistir (Liu ve ark., 2024).



Karimi shayan ve ark. (2024) pentilentetrazol nobet rat modelinde pirasetamin
noroprotektif, antikonviilsan ve antianksiyete etkilerini degerlendirmek amaciyla
yaptiklar1 ¢alisma sonucunda pirasetam'in  noroprotektif etkilerini, kolinerjik,
noradrenerjik, glutamaterjik ve serotoninerjik yollar gibi nérotransmitter sistemleri
diizenleme yetenegi ile agiklanacagini belirtmislerdi. Buna ek olarak kontrol grubuna
kiyasla Pirasetam verilen gruplarda antioksidan 6zellik goriildiiglinii tespit etmislerdir.
Scheuer ve ark. (1999) yash siganlar {izerinde yaptiklari ¢alismada beyincik hari¢ tim
beyin bolgelerinde pirasetamin membran akiskanligini artirdigini ayrica, pirasetam
tedavisinin hipokampusta bilissel siire¢lerde 6nemli rol oynayan N-Metil D-Aspartat
(NMDA) reseptor yogunlugu, frontal korteks ve striatumdaki muskarinik kolinerjik
reseptor yogunluklart tizerine olumlu etkilerini belirlemislerdir ve biligsel etkilerini de
buna baglamiglardir. Yine bunu destekleyen baska bir ¢alismayi Firstova ve arkadaslari
(2023) yapmustir ve pirasetamin hipokampuda NDMA reseptor yogunlugunu artirdigi
sonucuna ulagsmislardir. Yapilan basgka bir ¢alismada ise pirasetamin hem o-amino-3-
hidroksi-5-metiloksazol-4-propiyonat tipi glutamat reseptorlerini aktive etmesi hem de
membran akiskanligini artirmast ile néronal etki gosterebilecegi sonucuna varilmistir (De
Deyn ve ark., 1997).

2.1.5.1. Norotransmitterler

Noronal iletisim noronlardan salinan, hedef hiicredeki 06zel reseptorlere
baglanarak aktivitesini degistiren norotransmiterlerin salinimina baghdir (Herlenius ve
Lagercrantz, 2004). Yani merkezi sinir sisteminin gorevini eksiksiz —sekilde
tamamlayabilmesi i¢in norotransmitterler kilit rol oynar. Norotransmitterler kiigiik
molekiillii norotransmitterler ve noéropeptitler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Kiigiik
molekiillii norotransmitterler ise kendi i¢inde amino asit yapida olanlar (glisin, glutamat,

GABA), biyolojik aminler (dopamin, serotonin, epinefrin, histamin ve norepinefrin),



purinerjik norotransmitterler (adenozin trifosfat) ve asetil kolin olarak farkli gruplara
ayrilir. Bunlardan glutamik asit ve aspartik asit uyarici nérotransmitter, GABA ve glisin
ise inhibitor nérotransmitter olarak gérev yapmaktadir ( Valenzuela, Publiga ve Zucca,
2011; Webster, 2001; Weis ve ark., 2019).

2.1.6. Klinik Kullanimi

Pirasetamdan nootropik o6zelliginin 6tesinde birgok farkli 6zelliklerinden de
yararlanilmaktadir (Winblad, 2005). Pirasetam yaslanma ve demansin neden oldugu
bilissel bozukluklara ek olarak klinikte vertigo (Fernandes ve Samuel, 1985), disleksi (Di
lanni ve ark., 1985), kortikal miyoklonus (Brown ve ark., 1993) ve orak hiicreli anemide
(Mikati ve ark., 1983) recete edilir.

2.1.6.1.Vertigo

Hareket yanilsamasi veya uzayda yonelim hissi degisikligi olarak tanimlanan
vertigo; vestibiiler sistemdeki dengesizlikten kaynaklanan bag doénmesinin bir alt
tipidir. Subjektif bir semptomdur ve degerlendirilmesi zordur. Altta yatan nedene bagl
olarak tedavi sekli degisir ancak vertigonun nedenini saptamak oldukc¢a zordur
(Oosterveld, 1999). Vertigonun altta yatan periferik ve santral nedenlerini ayirt etmede
hastanin 6ykdiisii olduk¢a dnemlidir. Spesifik, semptomatik ve rehabilite edici olmak iizere
vertigo tedavisi temelde 3 kategoriye ayrilabilir. Spesifik tedaviler vertigoyu ortadan
kaldirabilir ¢iinkii tedavi direkt olarak altta yatan nedene yoneliktir. Semptomatik tedavi
ise nedeni ne oldugu fark etmeksizin; vertigodan kaynaklanan mide bulantis1 ve kusma
gibi semptomlar1 kontrol altina almada uygulanir (Baloh, 1998). Hem merkezi hem de
periferik kokenli vertigoda etki gosteren pirasetam Serebral norotransmisyon yoluyla etki
gosterir ve kulaktan beyin sapina kadarki sinir aksiyon potansiyellerini ve vestibiiler
¢ekirdekteki noronlarin uyarilabilirligini azaltir (Chaudhry, 2021). Boylece pirasetam

ataklari, ataklar arasindaki siklig1 azaltirken arka plan semptomlarini iyilestirerek hastada



hem ani rahatlama saglar hem de dengenin restorasyonunu ve adaptasyonu saglar.
Vertigo tedavisi i¢in pirasetamin oral yoldan giinde 2.4-4.8 g araliginda alinmasi
onerilmektedir ( Benchev ve Zhelyazkova, 2003; Rosenhall ve ark., 1996; Winblad,
2005).

2.1.6.2. Kortikal Miyoklonus

Patolojik olarak beyinde serebellar sistemle baglantili olan kortikal miyoklonus
(KM) bir epilepsi tiiridiir ve viicudun cesitli yerlerindeki kaslarin kasilmasi ile
karakterizedir (Tijssen ve ark., 2000). Cesitli norolojik ortamlarda etkili olan pirasetamin
kortikal miyoklonustaki etkinligi ilk olarak 1978 yilinda kardiyak arrest sonrast anoksik
miyoklonus gegiren bir hastada fark edilmistir (Shorvon, 2015). Centon ve ark. (1999),
yaptiklar1 ¢alismada kortikol miyoklonusta pirasetamim ilk siralarda tercih edilmesi
gereken bir ila¢ olmasi geregini vurgulamislardir. Bu c¢aligmadan sonra yapilan
caligmalarda bu goriisii destekler niteliktedir. Kortikal miyoklonus (KM) tedavisi i¢in oral
yoldan giinde 7.2-24 g araliginda alinmasi 6nerilmektedir (Winblad, 2005).

2.1.6.3. Bilissel Bozukluklar

Biligsel islev bozuklugu (BIB); alzheimer hastaligi, yashlik, parkinson, kafa
travmasi ve felg gibi rahatsizliklardan kaynaklanan ve norodejeneratif hastaliklarla
kendini gosteren baslica semptomlardan biridir (Gualtieri ve ark., 2002). Bilissel islevi
iyilestiren ilaglar genelde retikiiler ve limbik sistem tizerindeki etkileri nedeniyle uyarici
ve yatistirict yan etkiler gosterebilirken pirasetam herhangi bir yan etki gdstermeyen
atoksik bir bilesik olmasindan &tiirii tercih edilmektedir ve BIB tedavisi icin oral yoldan
giinde 2.4-4.8 g araliginda alinmasi 6nerilmektedir (Giurgea, 1973; Winblad, 2005).

2.1.6.4. Disleksi

Norolojik  bir 6grenme bozuklugu ile karakterize olan disleksi fonolojik

sistemdeki kusurdan kaynakli okuma, yazma ve 6grenmede giigliige sebep olan bir



hastaliktir (Shaywitz ve Shaywitz, 2005). Disleksi hastalar1 tizerinde yapilan bir
calismada piracetam ile tedavi edilen ¢ocuklarin okuma yeteneginde ve okudugunu
anlamada onemli gelismeler gosterdikleri sonucuna ulasilmistir (Wilsher ve ark., 1987).
Disleksi tedavisi igin oral yoldan giinde 3.2 ¢ pirasetam alinmasi Onerilmektedir
(Winblad, 2005).

2.1.6.5. Orak Hiicreli Anemi

Orak hiicreli anemi (OHA), hemoglobinin mutasyona ugramasi sonucunda
anormal hemoglobin iiretimine baglh kalitsal, hemolitik bir hastaliktir (Mostafa ve ark.,
2012). Olusan bu mutant hemoglobin dokulara oksijen iletildikten sonra kirmizi kan
hiicrelerinin bozulmasia (uzun, yassi, orak bir sekil almasi) ve bdylece dolasimin
titkanmasina neden olur. Bunun sonucunda siddetli agriyla karakterize orak hiicre krizi
meydana gelir (Tisdale ve ark., 2020). In vitro yapilan bir ¢alismada pirasetamin
eritrositlerin oraklagsmasini inhibe ettigi, kirmizi kan hiicrelerini daha esnek hale getirdigi
ayrica trombostlerin bir araya toplanmasina engel oldugu belirlenmistir (Al Hajeri ve
Fedorowicz, 2016). OHA tedavisi i¢in oral yoldan giinliik kg basina 160 mg pirasetam
alinmasi onerilmektedir (Winblad, 2005).

2.1.7. Pirasetamin Regetesiz Kullanimi

Popiiler medyada bahsedilen nootropiklerin biligsel islev tizerindeki etkileri
saglikli bireylerin bu maddelerin regete dis1 kullanimina yol agmaktadir (Patel ve ark.,
2024). Pirasetamin saglikli bireylerin, 6zellikle de sinava hazirlanan 6grencilerin zekay1
artirmak ve hafizay1 gelistirmek i¢in siklikla kullandig1 ¢calismalarda belirtilmektedir. Yan
etkilerinin hafif olmasi sebebiyle pirasetam siklikla tercih edilir ve saglikli bireyler
tarafindan aile ve arkadaglar gibi receteli veya regetesiz kaynaklardan elde
edilebilmektedir (Solmaz ve Erbas, 2023). Polonya’daki tip 6grencileri arasinda yapilan

bir anket ¢alismasinda 6grencilerin regeteli ya da recetesiz olarak %7.8’inin hafiza ve
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odaklanmay1 artirmak igin pirasetam kullandig: tespit edilmistir (Merwid-Lad ve ark.,
2023). Ayrica, Amerika’da yapilan bir calismada ise bilissel giici artirmak igin
pirasetamin bilissel giiclendirme takviyelerine onay alinmadan ilave edildigini,
satislarinin  milyon dolar1 astigin1 ancak riskleri ve giivenligi konusunda yeterli
calismalarin hala eksik oldugu vurgulanmaktadir (Cohen ve ark., 2020). Yapilan
arastirmalardan anlasilacag lizere pirasetam sadece klinikte degil gengler arasinda sinav
donemlerde rekabeti artirmak ve istiinlik saglamak amaciyla regete disi da
kullanilmaktadir.

2.1.8. Pirasetam’in Yan Etkileri

Pirasetamin en yaygin goriilen yan etkilerinden biri uykusuzluktur (Rao ve ark.,
2013). Diger yan etkileri arasinda mide bulantisi, ishal ve hafif bag donmesi vardir. Ancak
bunlar da zaman zaman bildirilmekle birlikte tedavinin kesilmesine engel olmadig:
vurgulanmaktadir (Vernon ve Sorkin, 1991).

2.2. Metabolomiks

Karbonhidratlar, aminoasitler, lipitler, peptitler, niikleik asitler, organik asitler,
vitaminler biyolojik sistemlerdeki yapi taslaridir. Metabolizma da bu hiicresel yap1
taglarinin  liretimini-tiiketimini katalize eden siiregler biitintidir (Vermeersch ve
Styczynski, 2013). Metabolik siire¢ boyunca ortaya ¢ikan biyokimyasal ara iiriinler ise
metabolit olarak adlandirilir ve hiicresel biyokimyanin spesifik parmak izlerini tasirlar.
Metabolitler, biyokimyasal reaksiyonlarin ara iirtinleridir ve biyolojik hiicre i¢inde birgcok
farkli yolun birbirine baglanmasinda kritik 6neme sahiptir. Metabolomik de tiim bu
endojen kiigiik metabolitlerin toplamini temsil eder. Metabolom analizi ise bu kiiresel
metabolitlerin tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi islemidir (Chen ve ark., 2022;
Villas-Boas ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2012a). Metabolomiks; hastalik kesfi

(Vinayavekhin ve ark., 2010), kanserin erken tanis1 (Beger, 2013), ilaglarin yan etki
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profilinin belirlenmesi (Malkawi ve ark., 2018), gida kalitesi analizleri (Li ve ark., 2021),
bitki metabolomigi (Hegeman, 2010) gibi bir ¢ok ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. *H
Niikleer manyetik rezonans (NMR) (Cao ve ark., 2012), gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi  (GC-MS)(Fancy ve Rumpel, 2008), sivi kromatografisi-kiitle
spektrometresi (LC-MS) (Bajad ve Shulaev, 2011), fourier doéniisimli kizilotesi
spektroskopisi (FT-IR)(Consonni ve ark., 2016) gibi ¢esitli analitik yontemler biyolojik
sistemlerde doku veya biyosivilardaki metabolitleri tespit etmek amaciyla metabolom
calismalarda kullanilmaktadir. Her bir yontemin birbirine istiinliikk sagladigi noktalari,
avantajlart ve dezavantajlart mevcuttur (Fang ve Gonzalez, 2014). MS tabanl
yaklagimlarin yiliksek hassasiyet sunmasindan dolayr bu yontem daha fazla tercih
edilmektedir (Alarcon-Barrera ve ark.,, 2022). Metabolitlerin 6l¢iimii i¢in ¢esitli
biyosivilar kullanilmaktadir. Bu biyosivilar igcerisinde en ¢ok tercih edilen idrardir ¢iinkii
idrar ile analizde numune On islemleri nispeten daha kolaydir, protein igerigi daha
diistiktiir, molekiiller arasi etkilesim daha azdir ve en Onemlisi toplanmasi diger
biyosivilara gore ¢cok daha kolaydir (Zhang ve ark., 2012b). Diger siklikla tecih edilen
biyoakiskan ise kandir. Kan canlinin tiim metabolizmasinin anlik bir goriintiisiinii ve
zengin bir biyolojik bilgi saglar, numune toplama kolaylig1 olarak idrar ve tiikiiriikkten
sonra gelmektedir (Vignoli ve ark., 2022). Flebotomiden sonra kandan iki farkli
biyoakiskan ayrilir. Bunlar serum ve plazmadir. Serum tam kan pihtilastirildiktan sonra
elde edilen biyolojik siviyken plazma pihtilasmanin 6nlendigi kandan elde edilen
biyosividir yani plazma pratik olarak diisiiniildiigiinde viicutta dolasan kan ile ayn1 siv1
fraksiyonuna sahiptir (Kiseleva ve ark., 2021). Plazma seruma kiyasla daha sik tercih
edilir ¢iinkii serum bozulmaya daha yatkindir ayrica pihtilagma siiresi, sicaklik gerektiren
on islemleri nedeniyle standardizasyonu daha zor olmakla birlikte sicakliktaki bu

degisiklikler metabolitleri etkileyebilir. Bu dezavantajlarinin yanmi sira kan ve serum
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metabolomikste ayni analitik firsatlara sahiptir (Wedge ve ark., 2011). Diger biyosivi ise
cogunlugu su olmakla birlikte mukus, ¢esitli enzimler, peptitler, hormonlar, antikorlar,
bakteri hiicreleri, sitokinler, immiinoglobulinnler ve metabolitlerden olusan tiikiiriiktiir ve
toplanmasi en zahmetsiz biyolojik sividir. Ancak bu avantajina ragmen analizlerde ¢ok
fazla tercih edilmez (Dame ve ark., 2015). Bunun nedeni tiikiiriik igeriginin hem canlilar
arasinda hem de canlinin kendi i¢inde zamansal olarak degisken ve karmasik olmasidir
(Gardner, Carpenter ve So, 2020). Kan bilesimi paraseliier ve transseliier yolla tiikiiriige
gecebildiginden tiikiiriik de serum kadar viicudun fizyolojik durumunu yansitir (Zhang,
ve ark., 2012). Tim bu avantajlar1 goz Oniine alindiginda tiikiiriik ile yapilan
metabolomiks ¢alismalar1 agiz hastaliklar1 ya da biyolojik sistemde meydana gelen diger
hastaliklarin teshisinde hizla gelisen bir disiplindir (Hyvérinen ve ark., 2021). Son
yillarda —omik calismalar1 doku iizerinden de yapilmaya baglanmistir. Dokunun diger
biyosivilara avantaji ¢ogu hastaliklarin lokalize bolgesi olan organa 6zgii olmasidir.
Dezavantaji ise diger biyosivilara gére numunelerin toplanmasi zahmetlidir. Ancak son
20 yilda gelisen enstriimental yontemler ile minimal doku alinarak 6nemli metabolitlerin
tanimlanmasi saglanmgtir. Ozellikle kanserin erken tamisinda doku metabolomiksinden
gliniimiizde siklikla yararlanilmaktadir ( Budczies ve Denkert, 2016; Huang ve ark, 2013;
Saoi ve Britz-McKibbin, 2021). Metabolomikste kullanilan diger biyosivi ise beyni dis
kuvvetlerden koruyan beyin omurilik sivisidir (BOS). BOS analizleri ¢esitli
norodejeneratif hastaliklarin teshisinde ¢ok 6nem arz eder (Stoop ve ark., 2010). Ciinkii
BOS bilesimi direkt olarak beyindeki metabolit tiretimine bagl oldugundan alzheimer,
parkinson, multipl skleroz gibi norodejenaratif hastaliklar i¢in potansiyel bilgi kaynagidir
( Mandal ve ark., 2012; Noga ve ark., 2012; Wishart ve ark., 2008;) . Ancak BOS ‘un en
biiyiilk dezavantaji lomber-punksiyon denilen toplama yontemidir. BOS numuneleri

toplanmasindan kisa bir siire i¢inde santrifiij edilerek -80°C’de muhafaza edilmelidir.
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Ciinkii gecikmis depolamanin meabolitlerde ve aminoasitlerde degisime neden oldugu
bildirilmistir (Yan ve ark., 2021). Metabolomik ¢alismalar i¢in kullanilan diger biyosivi
ise semendir. Sperm i¢in bir tasima s1visi olan semen ayrica bir¢ok organik ve inorganik
bilesik igermektedir (Xu ve ark., 2023). Semen analizi daha ¢ok kusurlu sperm tiretimini
saptama, kisirlik gibi durumlarda ve ayrica erkeklerin potansiyel dogurganlik
biyobelirteglerinin tespitinde de siklikla tercih edilmektedir (Li ve ark., 2020; Velho ve

ark., 2018).

Enstriimental analiz
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Sekil 2.2. Metabolomiksin grafiksel 6zeti

2.2.1. Hedeflenmis ve Hedeflenmemis Metabolomiks

Metabolomik analizler kendi i¢inde hedeflenmis ve hedeflenmemis metabolomiks
olarak ikiye ayrilir. Hedefe yonelik metabolomiks daha ¢ok klinik analizlerde tercih edilir
ve smirl sayida Onceden bilinen metabolitleri 6lgmeyi amacglar. Hedeflenmemis
metabolomik ise bilinen ya da bilinmeyen saptanabilen tiim metabolitlere odaklanir ve
hedeflenmis yaklasima {istlinliigli onceden var olan bilgileri toplamadan veri analizi

yapilmasidir ve kiiresel bir kapsama alan1 saglamasidir (Schrimpe-Rutledge ve ark.,
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2016). Hedeflenmis ve hedeflenmemis yaklasimlar arasindaki farklar Tablo 2.3’de

Ozetlenmistir.

Tablo 2.3. Hedeflenmis ve hedeflenmemis metabolomiks arasindaki farklar

Hedeflenmemis Metabolomiks Hedeflenmis Metabolomiks

Kiiresel analiz Alt kiime analizi

Onceden bilgi toplamaya gerek yok. Onceden bilgi toplanmal.

Nitel tanimlama Metabolitler zaten tanimli.

Goreceli niceleme Mutlak niceleme

Saptanabilen tiim metabolitleri dlcer. Sinirlt sayida metabolit dlger.

MS/MS veri tabani kiitiiphaneler ile iligkili MS/MS veri tabani referans standartlar ile iligkili
Kesif amagli Hipotez glidimli

2.2.2. Metabolom Analizinde Kiitle Spektrofotometresi

Metabolitler iyonlagsma ve par¢alanma 6zellikleri sayesinde MS ile tanimlanabilir.
Kiitle spektrumlarinin karmasikligini azaltmak amaciyla MS bir ayirma teknigi ile birlikte
kullanilir ve genellikle gaz kromatografisi (GC) ile sivi kromatografisi (LC) ile
yontemleri ile tercih edilmektedir. Ciinkii bu ayirma teknikleri metabolitlerin zaman
boyutunda ayrilmasina olanak saglar boylece veriler zaman, yogunluk ve kiitle (m/z)
degerlerini igerir. Bu da yontemin ¢oziniirliigiinii, seciciligini, hassasiyetini iyilestirir
(Monteiro ve ark., 2013). LC-MS tabanli hedeflenmemis metabolomikler genelde yeni
metabolitleri kesfetmede tercih edilmektedir ve 6ncesinde tanimlama yapilmadan birden
fazla numunede metabolitlerin nispi bolluklarinin karsilagtirilmasima dayanmaktadir.
Metabolitlerin tanimlanmasi i¢in ¢alisma tasarimi, dogru kiitle, alikonma siiresi ve
parcalanma modeli gibi kriterler dikkate alinir. Yapilan caligmalara bakildigina
metabolomik calismalarda tandem MS analizleri en yiiksek metabolit tanimlama
giivenilirligi sunar (Chen ve ark., 2023; Godzien ve ark., 2015; Vinaixa ve ark., 2016;

Zhou ve ark., 2012).

15



2.3. Spektroskopi
Yiiksek enerjili gama 1smlarindan diisiik enerjili radyo dalgalarina kadar tiim
spektroskopik tekniklerin temelini olusturan elektromanyetik radyasyon (ER) hem
maddeyle etkilesimi hem 1s1mnin 6zelligi hem de maddenin yapisal pargaciklarina bagh
oldugundan bir kuantum olgusudur (Andrews, 2010; Hofmann, 2010). Yani ER hem
dalga hem de pargacik 6zelligi gosterir. Elektromanyetik spektrum, spektral bolgeler ve
bu bolgelerdeki analitik yontemler Sekil 2.4’de gosterilmistir. Spektroskopi,
elektromanyetik radyasyonun madde ile etkilesimine dayanan bir analitik yontemdir.
Birgok farkli spektroskopik yontem mevcuttur. Bunlara; Ultraviyole-goriiniir bolge
molekiiler absorpsiyon spektroskopisi, floresans-fosforesans spektroskopisi, atomik
absorpsiyon spektroskopisi, atomik emisyon ve atomik floresans spektroskopisi, infrared
spektroskopisi, niikleer manyetik rezonans spektroskopisi ve kiitle spektroskopisi 6rnek
verilebilir. Sekil 2.3’de tipik bir spektrofotometre cihazinin sekli verilmistir.
Yontem sec¢iminde;
Maddenin tiirii: molekiiler spektroskopi-atomik spektroskopi
Maddenin fiziksel 6zelligi: Absorbsiyon-floresans-fosforesans-sagilma-
emisyon-kemiliiminesans

Elektromanyetik spektrumun bolgesi etkilidir (Penner, 2017).

lo I
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Sekil 2.3. Tipik bir spektroskopi cihazinin kisimlari
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UV-goriiniir bolge
spektroskopisi
Atomik absorbsiyon
spektroskopisi

X-ray absorbsiyon
spektroskopisi

UV-vakum

UV-Gérinir

Radyo dalgalarn Mikrodalgalar Infrared

| | Bolgeler

Méssbaver

Mikrodalga L
NMR spektroskopisi spektroskopisi IR spektroskopisi
spektroskopisi
ESR
spektroskopisi .
Duisiik Frekans Yiiksek Frekans
Uzun Dalga Boyu Kisa Dalga Boyu

Sekil 2.4. Elektromanyetik spektrum

2.3.1. Ultraviyole- Goriiniir Bolge Molekiiler Absorpsiyon Spektroskopisi

Ultraviyole ve Gorlinlir Bolge Molekiiller Absorpsiyon Spektroskopisine
elektronik spektroskopi de denir ¢iinkii ana enerji degisimleri elektronik diizeyde
gergeklesir. Elektronik spektroskopi yapr tayini, kalitatif analiz ve kantitatif analiz, asit
baz denge sabitlerinin bulunmasi ve titrasyonda siklikla tercih edilen yontemler
toplulugudur. Arastirmalar biitiin diinyada yapilan kantitatif analizlerin %90’ 1nin
absorbsiyon yontemiyle gerceklestirildigini gostermektedir. Ancak absorbsiyon yontemi
ile tayinin yapilabilmesi i¢in ¢ifte bag, iiclii bag, fenol grubu, aromatik grup, ester grubu,
amit grubu, azo, nitrozo, nitro grubu gibi fonksiyonel gruplardan en az birini igermesi
gerekmektedir. Bir madde 180-400 nm dalga boyu araliginda absorbans gosteriyorsa UV
bolgede, 400-800 nm dalga boyu aralifinda absorbans gosteriyorsa goriiniir alan
bolgesinde analiz edilir (Giindiiz, 1988). UV bolgede daha ¢ok organik bilesikler analiz
edilirken UV-Gor. Bolgede inorganik bilesikler analiz edilir (Marczenko ve Balcerzak,
2000). Absorbans 1smmin  numuneden gecerken Kkatettigi mesafeye, analitin

konsantrasyonuna ve molar absorptivite katsayisina bagli olarak degisir. Bu iligki
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Lambert-Beer yasasiyla verilir ve denklemi A = ¢ x b x ¢ seklindedir. Denklemdeki A,
absorbans, €; molar absorptivite, b; 1s1nin numune i¢inde katettigi mesafe ve c; analitin
konsantrasyonudur (Passos ve Saraiva, 2019). Absorbasin tayini i¢in maddelerin 15181 en
fazla absorpladigi dalga boyu segilir ve buna Amax denir. Bu dalga boyu baz alinarak
cizilen kalibrasyon egrilerinin kesinligi ve hassasiyeti daha yiiksektir.

2.3.2. Tiirev Spektroskopisi

Tiirev spektrofotometrisi absorbansin dalga boyuna karsi tiirevinin alinmas ile
elde edilen yontemdir. Asagidaki denklemlerde Lambert-Beer kanununda elde edilen
farkliliklar gosterilmektedir.

Birinci Tiirev: dA/dA =bx C x d &/dA

Ikinci Tiirev: d? A/dL2=b x C x d? g/dA?

n.tirev: d" A/dA"=b x C x d" &/d\"
Tiirev spektroskopisi ile spektrum taban ¢izgisi kaymalar1 ve taban ¢izgisi egimlerinin
olumsuz etkilerinden arindirilmis olur. Boylece spektrum detaylari ve matris etkisi
iyilestirilmig, numuneden kaynaklanan bulaniklik giderilmis olur (Marczenko ve
Balcerzak, 2000). Keskin maksimum ve minimum noktalar1 elde edilir. Ortiisen
spektrumlarin ¢oziintirligii artirilmasi gibi avantajlar sunar (Ansari ve ark., 2004).

2.4. Kromatografi

Kromatografi, sabit bir faz iizerinden hareketli bir faz yardimiyla gegirilen
numunedeki maddelerin farkli yiiriime hizlarindan yararlanilark birden fazla bilesenin
ayrilmasi, saflastirilmasi, nitel ya da nicel analizi i¢in kullanilan bir analitik tekniktir
(Mallik ve ark., 2008). Teknik, sabit faz tizerinden hareketli fazin akmasiyla, ayrilmanin
bu iki faz bilesenlerinin afinitelerine gore gerceklestigi esasina dayanir. Hareketli faz ya

da diger adiyla mobil faz; siviveya gazdir ve analiz edilecek maddeyi sabit faz tizerinde
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hareket etmesini saglamaktadir. Sabit faz veya diger adiyla durgun faz ise analiz edilecek
madde ile etkilesime girerek ayrilmanin gerceklestigi kromatografinin 6nemli bir
bilesenidir (Premnath ve Zubair, 2024). Madde sabit faz tarafindan kuvvetli tutuluyorsa
mobil fazin akisi ile yavas hareket ederken, sabit faz tarafindan zayif tutuluyorsa oldukga
hizli hareket eder. Bu da maddelerin farkli hizlarda hareket etmesini saglar. Maddenin
sabit faz lizerinde tutulma siiresini analitin polaritesi, boyutu, ytikii ve sabit faza afinitesi
belirler. Numune sisteme enjekte edildikten sonra detektore ulasana kadar gegen siireye
retensiyon zamani (alikonma zamani) denir ve tr sembolii ile gosterilir. Her madde sabit
kolona tutulamaz tutunmayan maddenin detektdre ulagmasi i¢in gecen zamana ise Olil
zaman denir ve twm sembolii ile gosterilir. Tutunmayan maddeler genellikle mobil faz ile
ayni hizda hareket ederler.

Kromatografi sabit fazin ve hareketli fazin cinsine ve uygulama bigimlerine gore
cesitli siniflara ayrilir. Bu ayrim Tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 2.4. Kromatografinin siiflandirilmasi

Ayrilma Mekanizmasina  Uygulama Bicimine gore Hareketli Faz Tipine Gore
Gore
1-Adsorbsiyon 1-Diizlemsel Kromatografisi 1-Gaz Kromatografisi

Kromatografisi

Sivi-Kat1 Kromatografisi Kagit Kromatografisi Gaz-Kat1 Kromatografisi
Gaz-Kat1 Kromatografisi Ince Tabaka Kromatografisi ~ Gaz-Sivi Kromatografisi
2-Dagilma (Partisyon 2-Kolon Kromatografisi 2-S1v1 Kromatografisi

Kromatografisi)

S1vi-S1vi Kromatografisi Gaz Kromatografisi Sivi-Kat1 Kromatografisi

Gaz-S1vi Kromatografisi Yiiksek basingli S1vi Sivi-S1vi Kromatografisi
Kromatografisi

3-Iyon Degisim

Kromatografisi

4-Jel-Fitrasyon

Kromatografisi
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2.4.1. Sivi Kromatografisi

Sivi kromatografisinde (LC), mobil faz sividir ve analit bu siv1 iginde ¢Oziiniir.
Sivi  kromatografisi-kiitle spektrometrisi (LC-MS) ve yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) analizlerde en ¢ok kullanilan sivi kromatografisi yontemidir.

24.1.1. HPLC

HPLC’de ¢oziicii karistminin yiiksek atmosferik basing altinda (10 Pa-400 Pa
araliginda) sabit faz iceren kolonlardan ge¢gmesi saglanir. Boylece analit yiiksek bir akis
hiz1 olusturmus olur ve sabit fazdan hizlica ayrimi gergeklesir. HPLC’nin 4 tiirii olabilir.
Bunlar; dagilma (partisyon) kromatografisi, adsorbsiyon kromatografisi, iyon degisim
kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisidir (Premnath ve Zubair, 2024). Tipik bir
HPLC; sikica doldurulmus kolondan mobil fazin ilerlemesini saglayan ve yaklasik 6000
psi basing iiretebilecek giigte bir pompa, analitin kolon igine verilmesini saglayan, valf ve
siringa olmak {tizere iki tiirli bulunan enjektor, analitik ayrimin gerceklestigi yer olan ve
cogunlukla paslanmaz ¢elikten iiretilen kolon, kolondan ¢ikan eliiatin i¢indeki maddeleri
saptayan dedektor gibi kisimlardan olusur. Dedektor se¢imi maddenin yapisina ve
yontemin gereksinimlerine bagli olarak degismekle birlikte HPLC’de siklikla tercih
edilen dedektorler; UV-VIS dedektor, fliloresans dedektor, elektrokimyasal dedektor,
rekraktif indeks dedektdr, diyod array dedektorlerdir.

2.4.1.2. Normal Faz Kromatografisi

Normal faz kromatografisinde (NP-HPLC) sabit faz polarken hareketli faz
apolardir. Bu nedenle sabit faz polar analiti tutar. Yani ¢oziinen maddelerin polaritesi
arttikca retensiyon zamanlar1 uzar. NP-HPLC’de mobil faz olarak hekzan, kloroform,
propil eter gibi ¢oziiciiler kullanilirken sabit faz ise genellikle kimyasal olarak modifiye

edilmis silika (siyanopropil, aminopropil ve diol)dir. Béylece apolar ¢oziiclilerde ¢éziinen
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analitler kolayca ayrilir. NP-HPLC kimyagerlerin ilk kullandigi HPLC tiirlerinden
biriydi ve mobil fazda bulunan az miktardaki suyun bile sabit faza adsorbe olma egilimi
vardi. Bu da analizlerde bir takim zorliklara yol agmaktaydi (Vidushi ve ark., 2017).

2.4.1.3. Ters Faz Kromatografisi

NP-HPLC’nin bir takim zorluklarindan sonra gelistirilmistir ve ¢ogunlukla tercih
edilen yontemdir. Ters faz kromatografisinde (RP-HPLC) sabit faz apolar bir
hidrokarbon, hareketli faz ise su, metanol, asetonitril gibi polar yapida bir ¢oziiciidiir. RP-
HPLC hidrofobik etkilesim ilkesine dayanir ve polaritesi en yiiksek olan madde kolondan
ilk 6nce ¢ikar. Mobil fazin polaritesinin artirilmasi piklerin kolondan ¢ikis stiresini uzatir
(Vidushi ve ark., 2017).

24.2. LC-MS

Kiitle spektrometresi, analitin buharlastirilmasi, iyonlastirilmasi ve bunun

sonucunda elde edilen iyonlarin kiitle/yiik (m/e veya m/z) degerlerine gore ayrilarak
kaydedilmesini saglayan, yiiksek hassasiyet sunan giiclii bir analitik cihazdir Sivi
kromatografisi (LC), MS ile birlestirildiginde, olduk¢a diisiikk konsantrasyonlar: tespit
edebilir ve ayrica MS, LC'den eliie edilen bilesikleri, yiik kiitle oranina gore elektrik ve
manyetik alanlarda ayirir ve belirler (Premnath ve Zubair, 2024). Giderek kullanimi artan
LC-MS, ozellikle ilaglarin kesif ve gelistirilmeleri sirasinda, iiriin karakterizasyonunda,
metabolizma c¢alismalarinda, safsizliklarin ve bozunma iirlinlerinin tespitinde siklikla
tercih edilir (Beccaria ve Cabooter, 2020). Piyasadaki tim MS cihazlar1 iyonizasyon
kaynagi, kiitle analizorii ve dedektor olmak iizere 3 ana eleman icerir. MS analizinde
hedef analitlerin s1v1 ya da kat1 fazdan gaz fazina doniistiiriilmesi ilk adimdir. Birgok
iyonizasyon teknigi vardir (Awad ve ark., 2015). Bunlar; alan desorpsiyonu (FD), alan
iyonizasyonu (FI), elektro sprey iyonizasyonu (ESI), matris destekli lazer desorpsiyon

iyonizasyonu (MALDI), plazma desorpsiyonu (PD), hizli atom bombardimani1 (FAB),
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ikincil iyon kiitle spektrometrisi(SIMS) ve termo sprey iyonizasyonu (TI) olmak {izere

smiflandirilir (Medhe, 2018). Her bir teknigin kendine goére avantajlart ve ideal

uygulamalar1 vardir ve iyonizasyon kaynaginin sec¢imi analizi Onemli derecede

etkileyebilir. Bunlardan ESI ve MALDI 6zellikle sivi kromatografi/kiitle spektrometrisi

(LC/MYS) ile kullanilmaktadir. Yiiklii iyonlar1 ayirma sekillerine gore yani analizére gore

kiitle spektrometreleri 5’e ayrilir ve Tablo 2.5°de gruplandirilarak 6zetlenmistir.

Tablo 2.5. Analizore gore kiitle spektrometreleri

Spektrometre Cesidi Ozelligi
1-Manyetik Alanli
Spektrometre

Tek odaklr spektrometre
Cift odakli spektrometre
2-Kuadropol Kiitle

Spektrometresi

3-Ugus
Spektrometre

Zamanl

4-Iyon-Siklotron
Rezonansi

Spektrometresi

5-Hibrit

Spektrometreler

Analizorli

Yalnizca manyetik alan igerirler

Manyetik alan ve elektriksel alan igerirler.

Dort kutuplu analizér, manyetik alan yerine iyon demeti yoluna paralel
olarak yerlestirilmis dort paralel metal silindirik ¢ubuktan olusur. Bu
kuadropol sisteme hem radyo frekans hem de dogru akim uygulanir.
Silindir eksenine dar bir yariktan giren iyonlar arasinda yalmzca belli bir
bir m/z degerine sahip olanlar detektore ulasir. Voltajlar1 degistirilerek
olusan kiitle spektrumu kaydedilir(Pitt, 2009).

Ugus stiresi (TOF) analizorii, iyonlari oldukga yiiksek bir voltajla
hizlandirarak galisir. Iyonlarin hiz1 ve ugus tiipiinden dedektdre ulasmak
gecen siire, m/z degerlerine baglidir. TOF analizorii, spektrumlari son
derece hizli ve yiiksek hassasiyetle elde edebilir. Ayrica yiliksek kiitle
dogruluguna sahiptir bu da kiigiik molekiillerin bile formiillerinin
belirlenmesine olanak saglar. Ve matabolomiks ¢alismalarinda siklikla
tercih edilir. (Pitt, 2009).

Iyon tuzag: analizorii elektrik alan1 ve manyetik alan kullanarak iyonlari
tuzaga disiiriir. Bu sekilde uyarilan ve senkronize edilen iyonlar, tuzak
algilama elektrotlarinda goriintii yiikleri olusturur ve potansiyellerini
degistirir. Algilama elektrotlarindaki bu degisiklikler bir ICR sinyali
olarak kaydedilir(Nikolaev ve ark, 2016)

Farkli kiitle analizérlerinin birlesimi ile olusturulmustur. Ornegin Q-TOF

gibi.
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2.4.3. LC-MS/MS

Biyoanalitik yontemlerde dogruluk, hassasiyet, duyarlilik, se¢icilik ve
tekrarlanabilirlik olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bundan dolay1 yontemin bize sundugu bu
kavramlar o yontemi degerli kilar. Sivi kromatografisi ile birlestirilen ¢ift kiitle
spektrometresi yiiksek derecede 6zgiilliik ve hassasiyet sagladigindan dolay1 biyolojik
matrislerdeki ilag ve metabolitlerinin tespitinde ve miktar analizinde sikca tercih edilir
(Jemal ve Xia, 2006). LC-MS’de tek kiitle spektrometresi bulunurken LC-MS/MS’de iki
kiitle spektrometresi bulunur ve bu da LC-MS/MS’in daha detayli daha segici ve daha
hassas analiz yapmasina imkan saglar. Boylece karmasik ve diistik bolluktaki bilesiklerin
analizinde Ustiinliik saglamasina neden olur.

2.4.4. LC-Q-TOF/MS

Q-TOF MS, dort kutuplu MS'nin basitligini bir TOF kiitle analizoriinlin ultra
yiiksek verimliligiyle birlestirir (Ferrer ve Thurman, 2003). Ozellikle metabolom
caligmalarinda siklikla tercih edilir.

2.5. Validasyon

Validasyon; latince giiglii anlamina validus kelimesinden tiiremis ve ilk olarak
1978'de Amerikada ortaya atilmistir (Araujo, 2009). Sistemin, tesisin, analitik yontemin,
prosediirlerin kapasitelerini glivenli ve yeterli bir sekilde yerine getirip getirmediklerinin
etkin bir sekilde arastirilmasi ve objektif olarak test edilerek yazili delillerle
kanitlanmasidir. Boylelikle validasyon kalite giivencesinin temelini olusturur.
Validasyon caligmalarinda USP, US FDA, ICH, US EPA, cGMP ve cesitli Avrupa
yonergelerinden yararlanilir ( Chavan ve Desai, 2022; Sharma ve ark., 2018). ICH’ a
gore validasyon, "Belirli bir siirecin 6nceden belirlenmis O6zelliklerinde ve kalite
ozelliklerinde siirekli olarak istenen sonucu iiretecegine dair yiiksek derecede giivence

saglayan belgelenmis bir kanit olusturmak" olarak tanimlanmaktadir (ICH Q2, 1995).
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Validasyon, yeni bir yontem gelistirildiginde, 6nceden gelistirilmis bir yontemde
degisiklik yapildiginda, yontem farkli laboratuvarlarda ve farkli analistler tarafindan
uygulanmas1 gerektiginde yapilir. Bu belirtilen sartlarda bir degisiklik oldugunda
uluslararasi kilavuzlara gore yontem tekrar valide edilmelidir.

2.5.1. Validasyon Parametreleri

Dogruluk: Ol¢iim sonucunda elde edilen degerin, gercek degere veya kabul
gormiis referans degere yakinligini gosteren parametredir ( ICH Q2, 1995; Lavanya ve
ark., 2013). Dogruluk mutlak hata, bagil hata ve ylizde geri kazanim degerleri ile
verilmektedir. Mutlak hata 6l¢iilen degerle gergek deger arasindaki fark, bagil hata ise
mutlak hatanin gercek degere oramidir. Yiizde Geri Kazanim (%GK) ise gergek
numuneden elde edilen degerin gergek degere oraninin yiiz ile ¢arpilmasi ile elde edilen
degerdir ( ICH Q2, 1995; Peris-Vicente, Esteve-Romero ve Carda-Broch, 2015).

E=%-u E, =2%.100

Kesinlik: Ayni analitik kosullar altinda ayni homojen numunenin c¢oklu
orneklemesinden elde edilen 6l¢iim sonug degerlerinin birbirlerine yakinligi yani
aralarindaki uyum derecesine kesinlik olarak tanimlanmaktadir. Kesinlik, dagilim,
standart sapma (s), bagil standart sapma (BSS), varyans (s?) ve varyasyon katsayisi gibi
istatiksel parametrele ile verilir. Standart sapma; her verinin ortalama ile olan farkinin
karesi alinarak toplanmasi ve analiz sayisinin bir eksigine boliinerek karekokil alinmasi
ile elde edilen degerdirve asagida formiilii verilmistir. Yiizde bagil standart sapma

(%BSS) standart sapmanin ortalama degere boliinmesi ve 100 ile carpimindan elde edilir.

( ICH Q2, 1995; Ravisankar ve ark., 2015)

_ + +.... J—
X =222 ("= ortalama)

n

Y (xi—u)? .
o= /T (Sonsuz sayida analiz varsa bu denklem kullanilir.)
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_ | Xxi=x)?

S — (Eger az sayida numune varsa bu denklem kullanilir.)
S

%BSS = -

%BSS = =100

Dogrusallik: Analiz sonucunda, 6lglim sonuglarinin analitin konsantrasyonu ile
dogrudan veya bir tiir matematiksel doniisimden sonra dolayli olarak orantili olmasi
olarak tanimlanabilir. Dogrusallik genellikle cihaz yanitinin (pik alan1 veya yiikseklik)
analit konsantrasyonuna kars1 grafige gegirilmesiyle elde edilir. Bu kalibrasyon egrisi
olarak adlandirilir ve bu dogrusal iliski arasindaki bagint1 en kiigiik kareler yontemi ile
belirlenir. Uygun istatiksel yontem ile egrinin denklemi belirlenir ve bu denkleme gére
regrasyon katsayis1 (R?) hesaplanir (ICH Q2, 1995; Yuwono ve Indrayanto, 2005). Her
deney belli bir 6lgiim araliginda dogrusaldir, buna g¢alisma aralig1 denir ve kalibrasyon
egrisinin dogrusalliktan sapma gosterdigi endiisiik ve en yiiksek konsantrasyon araligini
kapsar.

Ozgiilliik ve Secicilik: Ozgiillik ve secicilik terimleri siklikla karistirilir.
Yontemin sadece tek bir analit i¢in yanit saglamasina 6zgiillik denirken, segicilik o
numune ortaminda var olan her bir kimysasal varlik i¢in ayr1 ayr1 yanit sagladigi anlamina
gelir. Yani secicilik; analiti metabolitlerinden, bozunma iiriinlerinden, beraberinde
kullanilan diger ilaglardan ayirma yetenegini de ifade eder (ICH Q2, 1995; Yuwono ve
Indrayanto, 2005)

Gozlenebilme Simin ve Miktar Tayin Smri: Gozlenebilme siniri (Limit of
Detection, LOD), analitin miktarinin kantitatif olarak dl¢iilemedigi ancak kalitatif olarak
tespit edilebildgi en kiicik konsantrasyonu ifade eder. Miktar tayin sinir1 (Limit of
Quantitation, LOQ) ise, analitik kosullar altinda kabul edilebilir dogruluk ve

hassasiyetsiyetle belirlenebilen en diisiik konsantrasyonu ifade eder (ICH Q2, 1995;
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Yuwono ve Indrayanto, 2005). LOD ve LOQ hesaplama formiilii asagida
gosterilmektedir.

LOD =3,3s/m LOQ =10s/m
Burada s = kalibrasyon egrilerinin kesisimlerinin standart sapmasi, m = dogrusallik
grafiginin egimidir.

Geri Kazanim: Geri kazanim i¢in belirlenen bir minimum deger yoktur ancak
miimkiin oldugunca %100'e yakin bir geri kazanim degeri elde edilmek istenir. Yontemin
duyarliligi uygun oldugu siirece, diisiikk geri kazanimli bir analitik yontem bile belirli bir
analit i¢in yeterli goriilebilir (ICH Q2, 1995; Raposo ve Ibelli-Bianco, 2020).

Saglamhk: Saglamlik terimi ICH tarafindan kullanilmaz, USP’ye gore ise farkli
kosullar altinda ayni numunelerin analiz edilmesiyle elde edilen sonuglarinin
tekrarlanabilirlik derecesi olarak tanimlanmaktadir. Ancak ICH kilavuzu Q2 (R1)'de ara
hassasiyet, tekrarlanabilirlik ve yeniden firetilebilirlik basliklari altinda ele alinir (ICH
Q2, 1995). Ara hassasiyet: ayni laboratuvarda meydana gelen degisiklikleri kapsar
ornegin farkli analist ve farkli giinde yapilan analiz sonuglarinin uyumlulugu gibi.
Yeniden iiretilebilirlik ise laboratuvarlar arasi degisiklikleri kapsar. Kisaca saglamlik
yontemdeki kiigiik degisiklikliklerden etkilenmemenin bir 6lgiisiidiir (ICH Q2, 1995;
Swartz ve Krull, 2006).

2.6. Literatiir Ozetleri

2.6.1. Spektroskopik Yontemler

Sivadas ve ark. (2013) tablet formiilasyonlarinda pirasetam ve sitikolinin es
zamanl1 tayini i¢in spektroskopik yontemi gelistirmislerdir. Gelistirdikleri yontemlerden
birincisi es zamanli denklemler yontemi ikinci ise Q-absorpsiyon orani yontemidir.
Cozeltiler 0.1 N metanolik HCI’de hazirlanmistir. Es zamanli denklem yontemi igin,

pirasetam 256.6 nm'de 6lglilmiis ve yontemin 10-22 pg/mL konsantrasyon araliginda
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dogrusal oldugu tespit edilmistir. Es zamanl denklem yontemi ile pirasetamin % Geri
Kazanim degerini %99.167-%100.112 arasinda belirlemislerdir.

Hadad ve ark. (2011), tabletlerde pirasetamin miktar tayini i¢in tablet 1. derece
tirev spektroskopi yontemini gelistirmislerdir. Bu yontemin 5-30 pg/mL konsantrasyon
araliginda dogrusal oldugunu tespit etmislerdir. Yontemin, LOQ degerini 0.86 pg/mL ve
LOD degerini ise 2.72 pg/mL olarak belirlemislerdir.

Metwally ve ark. (2005) farmasotik preparatlarda ve standart cozeltilerde
pirasetam ile birlikte sinnarizin HCI in tayini i¢in dort yeni yontem gelistirip valide
etmislerdir. Bu yontemler, Dansitometrik yontem, Kolorimetrik yontem, Tiirev
spektroskopisi ile birlikte Spektrofotometrik yontem ve Sivi kromatografisi yontemidir.
Her dort yontem ile pirasetam ile birlikte sinnarizin HCl’in analiz edilebilecegi
gosterilmistir.

Bhowmick ve ark. (2010), farmasotik formiilasyonlarda pirasetam etken madde
miktar tayini i¢cin UV spektrofotometri yontemi gelistirilip valide edilmistir. Pirasetam
metanol ¢oziilerek calisma ¢ozeltileri hazirlanmistir. Birinci tiirev spektrumu 214 nm
dalga boyunda n=5 ve AA=2.0 nm degerlerinde alinmistir. Yontem pargalanma
rtinlerinin varliginda ve 10-80 pg/mL konsantrasyon araliginda iyi bir dogrusallik
gostermistir. %99.35 geri kazanim ile yiiksek bir dogruluk elde edilmistir. Gelistirilen
yontem ICH kilavuzuna gore valide edilmistir.

2.6.2. Kromatografik Yontemler

2.6.2.1. Plazmadan Gelistirilen yontemler

Wang ve ark. (2010) rat plazmasinda pirasetam miktar tayini i¢in LC/MS-MS
yontemini gelistirmislerdir. Yontemin ¢aligsma araligi 0.1-20 ug/mL olarak belirlenmistir.
Calismada, asetonitril—%1’lik formik asit ¢ozeltisinde (10: 90 h/h) den olusan mobil faz

ve ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak %5’lik trikloroasetik asit kullanmiglardir. Kalibrasyon
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egrisi denklemi y = 0.203855x + 0.299692 ve R? degeri ise 0.9977 olarak tespit
etmislerdir. Yontemin dogrulugu %94.6 ile %103.2 arasinda degismektedir ve LOQ
degeri ise 0.1 pg/mL’dir.

Curticapean ve Imre (2007), insan plazmasinda pirasetam miktar tayini i¢in HPLC
yontemini gelistirip valide etmislerdir. Calismada %20’lik perklorik asit (HC1O4)
ekstraksiyon ¢Ozeltisi, asetonitril-su mobil faz1 gradient eliisyon, 200 nm dalga boyu
kullanilmistir ve yontemin ¢alisma araligi 1-100 pg/mL olarak belirlenmistir. Regrasyon
katsayist 0.99’dan yiiksek oldugu belirlenmistir. Giin igi ve giinler arasi kesinlik varyans
katsayis1 degerleri sirasiyla %3.2 - 11.6 ve %1.8 —11.6 ve dogruluk (%sapma) degerleri
sirastyla %8.4 — 14.9 ve %2.3 — 3.9 olarak tespit etmislerdir.

Mendes ve ark. (2016), insan plazmasinda pirasetam miktarin1 belirlemek igin
HPLC-MS/MS yontemini gelistirmislerdir. Calismada, ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak
asetonitril, mobil faz olarak asetronitril- 10 mm amonyum asetat ve % 0.1 formik asit
iceren su (72/28: h/h) kulanilmistir. Yontemin ¢alisma araligi 0.5-50 pg/mL, ¢alisma
stiresi ise 3.8 dk ve LOQ degeri ise 0.5 pg/mL olarak berlirlenmistir.

Barkat ve ark. (2014) insan plazmasinda pirasetam miktar tayini ve
farmakokinetik parametrelerin belirlenmesi i¢in bir HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Calismada, plazmadan ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak metanol, mobil faz olarak 0.005 M
potasyum dihidrojen fosfat tampon ¢ozeltisi ve 205 nm dalga boyu
kullanilmistir. Yontemin ¢alisma araligi 0.39 - 50 pg/mL, LOD degeri 0.195 pg/mL, giin
ici ve giinler aras1 dogruluk degerleri sirastyla % 99.23 ve %99.52, kesinlik degerleri ise
sirastyla % 2.10 ve % 1.29 olarak belirlenmistir.

Sahu ve ark. (2013), rat plazmasinda pirasetam etken madde miktar1 i¢in UPLC-
MS/MS yo6ntemini gelistirip valide etmislerdir. Calismada ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak

etil asetat, mobil faz olarak asetonitril ve amonyum asetat tamponu (15:85 h/h, 10 mM,
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pH 5.0) ve 209 nm dalga boyu kullanilmistir. Yontemin ¢alisma araligi 10 - 200 ng/mL,
giin i¢i ve glinler aras1 dogruluk degerleri sirasiyla %98.16 ve %99.34, kesinlik degerleri
ise strastyla %1.90 ve %1.08 olarak belirlenmistir.

Louchahi ve ark. (1995) insan plazmasi ve idrarda pirasetam miktar tayini igin
HPLC yontemini gelistirmislerdir. Ekstraksiyon ¢Oziiclisii olarak heksan-2-propanol
kullanmislardir. Plazma i¢in yontemin 3-40 mg/L konsantrasyon araliginda dogrusal
oldugu ve egrinin R? degeri 0.9991 olarak tespit edilmistir. Varyasyon katsayisi tiim
Olctimler i¢cin % 5.9°den diisiik belirlenmistir.

Siddiqui ve ark. (2014) ilag ve biyolojik sivilarda pirasetam ve levetirasetamin es
zamanl1 tayini icin RP-HPLC yontemi gelistirmislerdir. Calismada, UV dedektor, 205 nm
dalga boyu, 0.1 g/L trietilamin ve asetonitrilden  (70: 30 h/h) olusan mobil faz
kullanilmigtir. Her iki ilag igin de kalibrasyon egrisi 20 ng/mL ile 10000 ng/mL araliginda
dogrusal bulunmustur. Pirasetam igin egrinin R? degeri 0.999°dur. LOD degeri 2.43
ng/mL olarak belirlenmistir.

2.6.2.2. Standarttan Gelistirilen yontemler

Patil ve ark. (2018), pirasetam (PIR) ve vinposetinin (VIN) tabletlerde es zamanlh
tayini i¢in RP-HPLC yontemi gelistirmislerdir. Calismada potasyum dihidrojen fosfat
tamponu (0.05 M pH:6) : metanolden (50:50/ h:h) olusan mobil faz, C18 kolon, 1.0 mL/dk
akis hiz1 ve 225 nm dalga boyu kullanilmistir. PIR ve VIN alikonma siireleri sirastyla
3.52 ve 7.41 dk olarak tespit edilmistir. PIR ve VIN i¢in % geri kazanim degerleri
sirasiyla %101.38+0.71 ve %102.04+0.58 ve yontemin %BSS degeri her iki ilag i¢in de
%?2’den kiigiik olarak tespit edilmistir.

Mansour ve ark. (2021), birivarasetam, karbamazepin ve pirasetamin es zamanli
miktar tayini i¢in yesil ve basit bir HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Calismada, C18

kolon, % 1°lik trietil amin igeren su ve pH’1 6.5 olan asetonitril (70:30 h/h) olusan mobil

29



faz, 0.6 mL/dk akis hiz1, UV dedektor ve 215 nm dalga boyu kullaniimistir. Pirasetam
igin yontemin ¢alisma araligi 10-120 pg/mL, Korelasyon katsayis1 0.9999, LOD degeri
1.23 ve LOQ degeri ise 3.74 ng/mL olarak belirlenmistir.

Arayne ve ark. (2010) pirasetam ve dort safsizligi olan 2-oksopirrolidin-1-
il)asetik asit, pirolidin-2-on, metil (2-oksopirrolidin-1-il)asetat ve etil (2-oksopirrolidin-
l-il)asetat'n ayrilmast ve es zamanli miktar tayini i¢in RP-HPLC yOntemini
gelistirmiglerdir. Mobil faz olarak pH:6’ya ayarlanmis (fosforik asit ile) suda 0.2 g/L
trietil amin ¢o6zeltisi ve asetonitril (85:15, h/h) karisimi, C18 kolon, UV dedektor, 1.0
mL/dk akis hizi ve ortam sicaklig1 caligma parametresi olarak kullanilmistir. Gelistirilen
yontem ile pirasetam ve dort madde arasinda iyi bir ayrimin oladugu tespit edilmistir.
Pirasetam icin calisma araligi 50-10.000 ng/mL, R? degeri 0.9999 ve LOQ degeri 50 ng/
mL olarak tespit edilmistir.

Mittal ve ark. (2017), pirasetam ve sitikolinin tablet dozaj formlarinda ve
¢ozeltilerinde es zamanli miktar tayini i¢in bir HPLC-UV yontemini gelistirmislerdir.
Mobil faz olarak asetonitril ve 10 mM disodyum hidrojen fosfat tamponu (10:90 / h:h),
C18 kolon, 205 nm dalga boyu ve 1.0 mL/dk akishiz1 galisma parametreleri kullanilmustir.
Calismanin toplam stiresi her iki etken maddenin tamamen ayrilmasi i¢in 16 dakika ve
pirasatem etken maddenin ali konma siiresi 13.2 dk olarak tespit edilmistir. Sitikolin ve
pirasetam igin ¢alisma araligi sirasiyla 4-40 pg/mL ve 5-50 ug/mL olarak belirlenmistir.

Alenezi ve ark. (2025) sert jelatin kapsiil dozaj formlarinda pirasetam ve
vinkamisinin es zamanli tayini i¢in RP-HPLC yontemini gelistirmiglerdir. Ayrica
pirasetam ve vinkamisinin parcalanma {riinlerinin ayrilmasi i¢in de bu yontemi
kullanmislardir. Calisma parametresi olarak, 0,05 M potasyum dihidrojen fosfat tamponu
pH 3.5: etanol (60:40, h/h) mobil fazini, 220 nm dalga boyunu, C18 kolonu, 1.0 mL/dk

akis hizin1 kullanmuislardir. Pirasetam ve vinkamisin ¢alisma araligi sirasiyla 80-550
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ug/mL ve 4.0-28 pug/mL ve 5.0 dk toplam analiz siiresi olarak tespit etmislerdir.
Gelistirilen kromatografik yontemin ¢evre dostu olmasi, 76,5'lik son Eko-6l¢ek puani,
0,661k AGREE puani, bes yesil segmentle 42 olan ComplexMoGAPI E faktort, 82,5'lik
BAGI puani1 ve son olarak 97,5'lik beyazlik puani ile gosterilmistir.

Dwi Lestari ve ark. (2005) film kapli tabletlerde pirasetamimn miktar tayini igin
HPLC yontemi gelistirmislerdir. Calismada, mobil faz olarak metanol:su (5:95) karigima,
215 nm dalga boyu ve C18 kolon kullanilmistir. Yontemin ¢alisma araligi 100-1000
ug/mL ve R? degeri 0.9992 olarak belirlenmistir. Olgiimler farkl1 giinlerde farkli analistler
tarafindan ve farkli HPLC ekipmanlari kullanilarak iki laboratuvarda gerceklestirilmis ve
tiim analizler i¢in %BSS degeri %2 nin altinda bulunmustur.

Marslarska (2013), film kapli tabletlerde pirasetamm miktar tayini igin basit bir
HPLC yontemi gelistirmistir. Calisma parametresi olarak, C18 kolon, asetonitril-fosfat
tamponu (5:95, h/h) olarak mobil faz, 205 nm dalga boyu kullanilmistir. Yontemin
caligma araligr 12.5-100 pg/mL ve R? degeri 0.999 olarak belirlenmistir. Pirasetamin
alikonma siiresi 3.73 dk, tabletten ortalama geri kazanim degeri %99.99, giin i¢i ve giinler
aras1 %BSS degerleri %2 den kiigiik olarak tespit edilmistir.

Abdelgawad ve ark. (2022), bu ¢aligmada ayni iiretici tarafindan iretilen gesitli
dozaj formlarinda pirasetam, ketoprofen ve omeprazoliin miktar tayini i¢in kalite kontrol
amacli yenilik¢ci ve yesil RP-HPLC yontemini gelistirmislerdir. Calismada, polar
olmayan C18 kolonu, 1.5 mL/dk akis hizin1, 220 nm dalga boyunu, metanol ve su’dan
olusan mobil faz1 gradient eliisyon modunda kullanmiglardir. Her ii¢ bilesenin
kalibrasyon egrisi degerleri 5-25 ug/mL (pirasetam ve ketoprofen) ve 3-20 pg/mL
(omeprazol) olarak belirlenmistir. Ayrica R? degeri 0.9995 olarak gdzlenmistir.

Acharya ve ark. (2016) Pirasetam ve sitikolinin es zamanli tayini i¢in bir HPLC

metodu gelistirmislerdir. Pirasetam i¢in dalga boyu 205 nm olarak belirlenmistir.
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Gradient eliisyonla ayrim  gergeklesmistir.  Kalibrasyon egrisi  0.48-1030
pg/mL araliginda dogrusal bulunmustur. %BSS 0.29 ile 2.49 araligindadir. Tabletten geri
kazanim PIR icin 94.3% - 109.1% araliginda bulunmus ve LOQ degeri 0.41 pg/mL’dir.
(Acharya ve ark., 2016)

Vahith ve ark. kapsiilden Pirasetam ve sinnarizinin es zamanl tayini i¢in RP-
HPLC metodu gelistirmislerdir. Mobil faz bilesimi metanol ve orto fosforik asitten
olusuyordu. Pirasetam i¢in LOD= 1.9926 pg/mL ve LOQ= 6.0384 ng/mL olarak
belirlenmistir. (Vahith ve ark., 2024)

Abdelrahman ve ark. (2020) sitikolin ve pirasetami, uluslararasi uyum konferansi
tarafindan Onerildigi gibi ayr1 ayri farkli stres kosullarina (asidik, oksidatif, fitolitik ve
termal) tabi tutmuslar ve bozunma iiriinleri ile birlikte bu etken maddelerin miktar tayini
i¢in Ince Tabaka Kromatografisi ve UPLC yontemlerini gelistirip valide etmislerdir.
Onerilen ince tabaka kromatografisi yonteminde 230 nm dalga boyunda silikajel plakalar
tizerinde metanol; kloroform; amonyum kloriir tamponu (9: 1: 2, h/h/h) kullanilarak
ayirim saglanmustir. Diger tarafta, UPLC yonteminde mobil faz olarak % 0.1 trietilamin
iceren su:etanol (92:8, h/h) karisimi, C18 kolon, UV dedektor, 230 nm dalga boyu ve 1.0
mL/dk akis hizi kullanilmistir. Toplam analiz siiresi 5 dk’dir. Pirasetam igin kalibrasyon
egrisi 2-60 pg/mL  araliginda tiiretilmis ve R? degeri 0.9998 olarak belirlenmistir.
Pirasetamin Ince tabaka kromtaografisi ve UPLC yontemleri icin LOQ degerleri sirasiyla

0.17 pg/band ve 1.82 pg/mL olarak tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Pirasetam etken maddesi (>%99 saflikta) Northeast Pharmaceutical Group Co.
LTD tarafindan saglanmistirr ve piyasada satisi bulunan Pirasetam igeren tablet
(Nootropil ®) eczaneden temin edilmistir. Kullanilan kimyasallarin hepsi HPLC Grade
saflikta olup kullanilan saf su Millipore Direct-Q3 saf su cihazindan alinmistir.

Doktora tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan etkin madde ve ¢6ziicliler analitik

saflikta olup Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasal ve ¢oziiciiler

Kimyasalin Ad1 Mensei

Trifloro asetik asit Carlo Erba Reagents
Metanol J.T. Baker
Asetonitril Sigma Aldrich
Formik asit Sigma Aldrich

3.2. Kullanilan Cihazlar ve Programlar

Numunelerin 6n hazirligi i¢in kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari Tablo
3.2°de verildi. Deney hazirliginda kullanilan otomatik pipet, pipet ucu (sari-mavi),
eppendorf tlip (2 mL-15 mL), enjektor, siringa filtre ucu, vial, vial kapagi, balon joje,
manyetik balik, beher gibi malzemeler Fakiiltemizdeki Analitik Kimya Enstriimental
Analiz Laboratuvarindan temin edildi.

Kromatografik analiz icin DAYTAM’da bulunan Agilent 6460 Triple Quadropol
model LC-MS/MS kullanildi. Cihazin kiitle araligt 5 — 3.000 m/z, maksimum tarama
orant 12,500 Dars, kiitle ¢cOzilintirligi 0.7 Da (autotune)
0.5 Da (manual tune)’dir. Metabolit analizi i¢in yine DAYTAM’da bulunan Agilent 6530

Accurate-Mass LC-Q-TOF/MS kullanildi. Cihazin kiitle araligir 20.000 m/z’dir. Agilent
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6520 Q-TOF cihaziyla konvansiyonel bir Agilent ESI kaynag1 ve Agilent 6530 Q-TOF

platformuna entegre edilmis Agilent Jet Stream teknolojisi kullanildi. Ayrim Hypersil

GOLD™ UPLC BEH Cl18 kolonunda (100 mm x2,1 mm, 1,9 pum) ger¢eklesti.

Hedeflenmemis metabolomik yaklasim uygulandi.

Spektrofotometrik Ol¢limler, Lexmark lazier yaziciya bagli 1,0 cm kuvars

hiicreleri kullanan bir Thermospectronik ¢ift 1sinli UV-Vis Spektrofotometre (Model:

Helios Beta NC: 9423 UVB 1002E No: UVB 090121 Made:in England) ile yapildu.

Spektral bant genigligi 2 nm ve dalga boyu tarama hiz1 600 nm/min olarak belirlendi.

Tablo 3.2. Kullanilan cihazlarin modelleri ve kullanim amaglari

Kullanilan cihaz

Model

Kullanim amaci

Mikrosantrifiij cihaz1

Konsantrator

Hassas Terazi

Ultrasonik su banyosu

Vorteks cihazi

Manyetik karistirict

-80° C dondurucu

Beckman Coulter Microfuge
20R)

Eppendorf Concentratorplus

Kern ABT 100-5 M

ELMA D-78224L.C30

Eppendorf Thermomixer C

WISD MSH-20A

ESCO Lexicon Il

Maddelerin ayrimini saglamak icin
merkezkag  kuvveti  etkisi ile
¢oktiirme amaciyla kullanildi.
Ugurma yapma amaciyla kullanildu.
Kimyasallarin hassas sekilde
tartimini saglamak amactyla
kullanild1.

Coziindiirme amaciyla kullanild:.
Eppendorf tiip i¢indeki maddelerin
karistirilmasi, ¢alkalanmasi amaciyla
kullanildi.

Balon jojede hazirlanan numunelerin
karistirllmasit ve homojenizasyonu
amaciyla kullanildu.

Numunelerin saklanmasi amaciyla

kullanildi.

Istatiksel analizler i¢in Excel 2016, R Studio, XCMS, MATLAB, KEGG, HMDb

ve MetaboAnalyst 6.0 yazilimlar1 ve veri tabanlar1 kullanildi.
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3.3. Deneysel Prosediir

3.3.1. Plazma Orneklerinin Toplanmasi

Insan kan numunesi temini ic¢in Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kuruluna basvuruldu ve gerekli onay alindi1 (B.30.2.ATA.0.01.00/394
sayil1 belge). Insan etik kurulu belgesi ilgili kisimda ekte sunuldu. Atatiirk Universitesi
Aragtirma Hastanesi Acil Poliklinigine bas donmesi ile sikayeti basvuran hastalarin
tedavisi amaciyla hastalarin bilgileri ve izinleri dahilinde oral yoldan pirasetam etken
maddesi igeren Nootropil (800 mg pirasetam) iceren ilagtan iki tablet (1600 mg
pirasetam) verildi. Tla¢ verilmeden 6nce mor kapakli (EDTA 1) tiiplere 0. dk kan1 alind
ve bunu takiben 30. dk ve 60. dk yeniden kanlar1 alindi. Alinan kan numuneleri Atatiirk
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi laboratuvarinda santrifiij edildi ve plazmanim ayrilmasi
saglandi. Plazmalar eppendorf tiiplere alindiktan sonra analiz giiniine kadar -80°C’de
muhafaza edildi. Toplamda 40 hastadan plazma numunesi toplandi. ilag verilmeden 6nce
alinan kan numuneleri konrtol grubu olarak ¢aligmaya dahil edildi.

Hasta se¢cimi: Homojen bir yas grubu saglamak amaciyla 20-50 yas arasi bireyler
caligmaya ve toplamda 40 hasta ¢alismaya dahil edildi. Katilimcilarin ¢alismaya
alinmadan Once son en az iki hafta i¢inde herhangi bir ila¢ ya da gida takviyesi kullanip
kullanmadig1 sorguland ve eger kullanmigsa bu bilgi kayit altina alindi.

Dahil Edilme Kriterleri: Hasta grubu i¢in: 20-50 yas arasinda olmak

Dislama Kiriterleri: Kronik hastaliklar1 olan bireyler (diyabet, hipertansiyon,
kronik bobrek hastaligi gibi), son bir ay i¢inde diizenli olarak receteli ila¢ veya sistemik
etkili takviye {iriinleri kullanmis bireyler , ahmile veya emziren kadinlar, sigara icen

bireyler
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3.3.2. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Yontemi

3.3.2.1. Yontem Sartlarn

Spektrofotometrik 6lgtimler, 190-260 nm dalga boyu araliginda Thermospectronik
¢ift 151l UV-VIS spektrofotometresinde, 1 cm kuvartz kiivetler kullanilarak alindi.
Spektral band genisligi 2 nm dalga boyu tarama hiz1 600 nm/dk. Pirasetamin i¢in en iyi
spektrumu elde edebilmek amaciyla once farkli ¢oziicliler denenerek ¢oziicii se¢imi
yapildi. UV Spektrofotometri de 190-600 nm dalga boylari arasinda elde edilen ¢ozeltiler
taranarak maksimum absorbans gosterdigi dalga boylar1 (Amax) belirlendi. En yiiksek
absorbans degeri %0.03 trifloasetik asit (TFA) igeren metanol’de elde edildi. Ayrica
cozeltilerin 1. Tiirevleri alinarak analiz islemleri yapildi. Yapilan taramalar sonucunda
maksimum absorbans veren dalga boyu UV-Goér. Bolge Spektrofotometri yontemi igin
204 nm, 1. Derece Tiirev Spektrofotometri yontemi i¢in 201 nm olarak belirlendi.
Standart ¢alisma ¢ozeltileri ve kalite kontrol ¢ozeltileri ile yapilan ¢aligmalarda bu dalga
boylar1 kullanildi.

3.3.2.2. Standart, Kalite Kontrol ve Tablet Cozeltilerinin Hazirlanmasi

% 0.03 TFA igeren metanoliin hazirlanmasi: 500 mL’lik balon jojeye biraz
metanol alindi. Uzerine 160 uL TFA eklendikten sonra metanol ile hacimi 500 mL’ye
tamamlandi.

Standart Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi: Pirasetam etken maddesinden
dikkatlice 10 mg tartild1 ve 10 mL’lik balon jojede metanol’de (% 0.03 TFA) ¢oziilerek
100 pg/mL’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Bu c¢ozeltiden uygun miktarlarda alinip
seyreltilerek 2, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 pug/mL konsantrasyonlarinda pirasetam
standart calisma ¢ozeltileri elde edildi. Ayrica stok ¢ozeltiden kalibrasyon egrisi araligina
dahil olan diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlarda (4, 17 ve 33 ug/mL) kalite kontrol

numuneleri de benzer sekilde hazirlandi.
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Tablet Cozeltilerin Hazirlanmasi: 10 adet tablet tek tek tartilarak toplam kiitlesi
belirlendi. Bir havana alind1 ve toz haline gelene kadar iyice ogiitiildi. 1 adet tabletin
ortalama kiitlesi (0.881 g) kadar bu tozdan tartildi. 100 mL kalibre edilmis balon jojeye
aktarildi, ilk 6nce bir miktar % 0.03 TFA’l1 metanolde sonik banyo igerisinde bekletilerek
tamamen ¢Oziilmesi saglandi ve daha sonra ayni ¢oziicii ile hacmi 100 mL’ye
tamamlandi. Bu ¢ozelti 0.45 pm’lik por ¢apina sahip filtreden siiziildii. Hazirlanan bu
stok ¢ozeltiden calisma icin gerekli konsantrasyonlarda tablet ¢ozeltileri hazirlandi.
Analitik geri kazanim i¢in; tablet stok ¢ozeltiden 2 ug/mL konsantrasyonda tablet ¢alisma
¢ozeltisi hazirlandi. 4, 17 ve 33 ug/mL konsantrasyonlardaki kalite kontrol ¢ozeltilerinin
her birine bu ¢6zeltiden 2 pg/mL olacak sekilde tablet ¢ozeltisi eklendi ve yontemler ile
analizleri yapildi.

3.3.2.3. Yontem Validasyonu

Analitik alanda, belirli amaglar dogrultusunda olusturulan kurallarin diinya
genelinde farklilik gosterdigi bilinmektedir. Bu ¢alisma; The International Conference on
Harmonization (ICH Q2, 1995) rehberinde kabul edilen analitiksel yontem gegerlilik
parametreleri esas alinarak gerceklestirildi.

3.3.3. LC-MS/MS Yontemi

3.3.3.1. Yontem Sartlar

Calismamizda Agilent 6460 Triple Quadropol model LC-MS/MS sistemi
kullanildi. ZORBAKS RR StableBond 4.6 x 75 mm boyutlarinda, 3.5 um partikiil
biiyiikliigiine sahip C-18 kolon kullanildi ve kolon ortam sicakliginda tutuldu. Sisteme ait
kiitle sartlar1 Tablo 3.3’de verildi. Asetonitril-su-formik asit (88:12:0,1, h/h/h) karigim1
mobil faz olarak ve izokratik eliisyon kullanildi. Mobil faz kullanilmadan 6nce ultrasonik

banyoda bekletilerek degazae edildi. Calismada akis hiz1 0.5 mL/dk ve enjeksiyon hacmi

37



5 uL idi. LC-MS/MS, pozitif iyon elektrosprey iyonizasyon arayiiziinde piracetam

icin m/ z 142.7 — 125.7 deki hedef iyonlar kullanilarak MRM modunda gergeklestirildi.

Tablo 3.3. LC-MS/MS yontem sartlari

Parametre Deger (+) Deger (-)
Gaz sicaklig1 (°C) 300.0 300.0
Gaz akist (L/dK) 10.0 10.0
Nebulizator basmct (psi) 40.0 40.0
Kilif gaz1 1siticist 325.0 325.0
Kilif gaz1 akisi 11.0 11.0
Kilcal (V) 3000.0 3000.0
Sarj gerilimi 0.0 0.0
Enjeksiyon hacmi ( uL ) 5.0 uL

Iyon kaynag AJS ESI

Iyon modu Pozitif

3.3.3.2. Plazmadan Ekstraksiyon Islemi

Bos plazma oda sicakligina getirilerek ¢oziinmesi saglandiktan sonra 100 pL
plazma 2 mL’lik santrifiij tiipline alind1 ve iizerine 500 pL asetonitril eklenerek plazma
proteinlerinin ¢okmesi saglandi. 10 dk vortekslendi ve 8.000 rpm’de 12 dk santrifiije tabi
tutuldu. Santrifiij sonrasinda silipernatant ayri bir tiipe alind1 ve vakum konsantratérde
kuruluga kadar buharlastirildi. Kalinti daha sonra 1 mL mobil fazda ¢oziildii. Ardindan
200 pL’lik kism1 eppendorf tiipe alinarak yeniden 1 mL mobil faz ile seyreltildi boylece
50 kat seyreltilmis oldu. Hazirlanan bu ¢ozeltiden 5 pL. LC-MS/MS sistemine enjekte
edildi.

3.3.3.3. Pirasetam Standart Cahsma Cozeltileri ve Plazma Cahsma
Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Pirasetam standart stok c¢ozeltisi %0.03 TFA igeren metanolde 10 pg/mL

konsantrasyonda hazirlandi. Hazirlanan standart stok ¢ozeltisinden 6nceden belirlenen
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uygun hacimlerde alinip %0.03 TFA ig¢eren metanol ile 25, 50, 75, 100, 200, 500 ve 750
ng/mL konsantrasyonlarda standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi.

Plazma standart calisma ¢o6zeltilerinin hazirlanmasi: pirasetam standart stok
¢ozeltisinden plazmada 25, 50, 75, 100, 200, 500 ve 750 ng/mL konsantrasyonlarda
pirasetam olacak miktarlar onceden belirlendi ve bu miktarlarda pirasetam standart
¢ozeltisi 50 uL bos insan plazmasina spayk edildi, vortekslendi ve “3.3.3.2. Plazmadan
Ekstraksiyon Islemi” béliimiinde anlatildig1 sekilde ekstrakte edildi. Ekstraksiyon
sonucunda elde edilen ekstraktlar siiziildii ve 5 uL. hacimde LC-MS/MS sistemine enjekte
edildi.

Validasyon i¢in kullanilan kalite kontrol ¢ozeltileri de (KK) yukarida anlatildig:
sekilde 60, 120 ve 600 ng/mL konsantrasyonlarda hazirlandi ve analizleri yapildi.

3.3.3.4. Yontem Validasyonu

Yontem dogrusallik, miktar tayin sinir1 (LOQ), gozlenebilme sinir1 (LOD), geri
kazanim, dogruluk ve Kkesinlik agisindan ICH kilavuzlarma gore valide edildi.
Dogrusalligi degerlendirmek i¢in standart ve plazma kalibrasyon egrileri hazirland1 ve 3
ayrt glinde iki kez denendi. Dogruluk ve kesinlik ayrica, 3 giin ii¢ konsantrasyon
seviyesinde alt1 tekrarli degerlendirildi. Dogruluk % bagil hata (%BH) ile ve kesinlik %
bagil standart sapma (%BSS) ile ifade edildi.

3.3.4. Metabolomiks

3.3.4.1. LC-Q-TOF/MS Yontem Sartlari

Analizler Atatiirk Universitesi DAYTAM’dan hizmet alimi ile gerceklestirildi.
Hazirlanan 6rnekler LC-QTOF/MS yontemi ile analiz edildi. Agilent 1290 Infinity Ultra
Performans Sivi Kromatografisi (UPLC; Agilent, Santa Clara, CA, ABD) ile Agilent
6530 Dogru Kiitle Dortlii Kutuplu Ugus Siiresi (Q-TOF) kiitle spektrometresi (Agilent,

Santa Clara, CA, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. Bir Hypersil GOLD™ UPLC BEH
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C18 kolonu (100 mm x2.1 mm, 1.9 um) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD) kullanildi. Mobil faz, suda %0.1 formik asit (mobil faz A) ve
asetonitrilden (mobil faz B) olusuyordu. Gradinet eliisyonu 0.00 ila 0.5 dakika arasinda
%98 coziicii A ve %2 ¢oziicii B ile baslad1 ve 4,00 dakikaya kadar %80 A ve %20 B'ye
gecti. Daha sonra 4.00 ila 7.00 dakika arasinda %50 A ve %50 B'ye gecti, ardindan 7.00
ila 12.00 dakika arasinda %5 A ve %95 B geldi. Gradyan 12.00 ila 15.00 dakika arasinda
%98 A ve %2 B'ye geri dondii. Enjeksiyon hacmi ve akis hizi sirasiyla 5 pL ve 0.4
mL/dakikaydi. Kiitle spektrometresi, pozitif iyonizasyon modunda 100-1500 m/z kiitle
araliginda tam MS modunda ¢alistirildi. Kurutma gazi akisi 11 L/dk olarak ayarland: ve
gaz sicakligi 350°C idi. Nebulizator basinci 45 psig idi ve fragmentatdr voltaj1 120 V idi.
Dogru kiitle dl¢timleri, jet akimi termal odaklama ESI kaynag: aracilifiyla disiik akish
(100 mL/dk) kalibrasyon ¢ozeltisi saglayan otomatik bir kalibrasyon dagitim sistemiyle
saglandi.

3.3.4.2. Metabolomiks i¢in Ornek Hazirlama

-80°de saklanan plazma numuneleri oda sicakliginda kontrollii olarak
¢oziindiiriildii. Coziindiikten sonra vortekslendi. Her bir plazmadan 100 puL alinarak 2
mL’lik santrifiij tiiptine aktarildi. Her birine 300 pL metanol eklendi yaklasik 1.0 dk
vortekslendi ve 15 dk +4°C’de bekletildi. Sonrasinda 16.000 rpm, 4°C’de 15 dk santrifiij
edildi. Siipernatant alinarak vakum konsantratorde V-AL modunda kuruluga kadar
buharlastirildi. Elde edilen kalintt 1.0 uM i¢ standart (karbamazepin) igeren 1.0 mL
asetonitril (%0.1 formik asit) ve ultra saflagtirilmis su (%0.1 formik asit) (1:1 ; h:h)
karigimi ile yeniden ¢oziildii. Bunun yani sira baslangigta her 6rnegin 5.0 uL'si kalite
kontrolii (QC) ve QC-Support Vector Regression (SVR) 6rneklerinin hazirlanmasi igin
topland1 ve QC ve QC-SVR o6rnekleri analitik ¢alisma sirasinda 3 6rnekten sonra enjekte

edilerek tekrarlanabilirligin degerlendirilmesinde kullanildi. LC-Q-TOF/MS analizi i¢in
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96 kuyucugu bulunan platelere numuneler 0.45 p’luk siringa filtre ile siiziilerek 300 pL
olacak sekilde aktarildi

3.3.4.3. Veri Toplama, On Isleme, Ozellik Tespiti ve Istatiksel Analiz

Bu stratejinin ilk asamasi kapsamli kiiresel MS verilerinin elde edilmesi ve
ardindan ii¢ boyutlu bir veri matrisinin ¢ikarilmasidir. Bu matris, 6érnek kodu, tutulma
siiresi (Rt)-m/z ciftleri ve iyon yogunlugu degerlerinden olusuyordu. ilag¢ verilmeden
once alinan plazma, ilag verildikten sonra 30. dakikada ve 60. dakikada alinan plazma
ornekleri potansiyel ayirici sinyalleri belirlemek igin LC-Q-TOF/MS ile analiz edildi. Iki
farkli iyonizasyon modundan elde edilen verileri islemek i¢in pozitif iyonizasyon verileri
ayr1 ayri islendi. Baslangigta .d formatinda olan ham Q-TOF/MS verileri, mzXML'ye
dontistiiriildii ve ardindan veriler, daha fazla isleme i¢in XCMS ¢evrimigi platformuna
yiklendi. XCMS, ozellikle sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi (LC-MS), gaz
kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ve diger kiitle spektrometrisi tabanli
metabolomik verileri analiz etmek i¢in yaygin olarak kullanilan biyoenformatik bir
yazilim paketidir ve temel amaci biyolojik olarak ilgili olma olasilig1 yiiksek olan
tanimlanacak ozelliklere Oncelik vererek hedeflenmemis ¢aligmalarin genel verimini ve
verimliligini artirmaktir. XCMS’de oncelikle tepe tespiti yapildi yani ham
kromatogramlardaki metabolitlere karsilik gelen sinyaller belirlendi. Daha sonra farkli
ornekler arasindaki retensiyon zamanlarindaki kiigiik farkliliklar hizalandi. Sonrasinda
farkli Orneklerde tespit edilen pikler, kiitle yiik oranlari ve diizeltilmis retansiyon
zamanlarina gore gruplandirildi. Bunlar 6n isleme adimlariydi. Daha sonra 6zellik tespiti
yapildi. Her bir tepe 6zellik olarak adlandirildi ve belirli bir retensiyon zamani ve m/z
degeri ile temsil edildi. P < 0.05 ve kat degisimi > 1.1 olan 6zellikler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. Secilen 6nemli m/z degerleri Insan Metabolom Veritaban1 (HMDB),

Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG) ve METLIN veritaban1 araciligiyla

41



degerlendirildi. Metabolik verilerin islenmesi, istatiksel analizi, gorsellestirilmesi
(kiimeleme gibi), biyolojik olarak yorumlanmas1 ve diger omiks verileriyle entegrasyonu
icin MetaboAnalyst 6.0 programi kullanildi. Ayrica MetaboAnalyst ROC egrisi analizine

imkan saglayarak potansiyel biyomarkerlerin belirlenmesini de sagladi.
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4. BULGULAR

4.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri ve 1. Derece Tiirev
Spektrofotometri Yontem Bulgular:

4.1.1. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik

Pirasetamin % 0.03 TFA igeren metanol ortaminda UV-Gor. Bolge
Spektrofotometri ve 1. Derece Tiirev Spektrofotometri ¢alismasi igin, a¢iklanan deneysel
kosullar altinda sirasiyla, maksimum absorbans gosterdikleri 204 nm ve 201 nm dalga
boylarinda spektrumlar1 alindi ve absorbans degerleri belirlendi. Konsantrasyona karsi
okunan absorban degerlerinin grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrileri elde edildi. Sekil
4.1’de 10 pg/mL konsantrasyonda pirasetam ¢ozeltisinin her iki yontemle alinan
spektrumlari verildi ve maksimum absorbans degerleri spektrum tizerinde gosterildi. 2,
3, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 pg/mL konsantrasyonlarda pirasetam standart ¢alisma
¢ozeltilerinin UV-Gor. Bolge Spektrofotometri ve 1. Derece Tiirev Spektrofotometri ile
elde edilen Sekil 4.2°de verildi. Egim, kesisim ve korelasyon katsayist degerleri i¢in en
kiigiik kareler yontemi kullanilarak regresyon analizi yapildi. UV-Gor. Bolge
Spektrofotometri ve 1. Derece Tiirev Spektrofotometri yontemlerinin 2-35 pg/mL
konsantrasyon araliginda 9 noktali kalibrasyon egrileri elde edildi. Kalibrasyon egrileri
Sekil 4.3°de verildi. Ilacin yamti her iki yontem icin de bu ¢alisma aralifinda dogrusal
oldugu belirlendi. UV-Gor. Bolge Spektrofotometri igin dogrusal regresyon denklemi A
= 0.030x + 0.039 ve korelasyon katsayisi 0.9990 bulundu. 1. Derece Tiirev
Spektrofotometri yontemi i¢in dogrusal regresyon denklemi Ai = 0.316x + 0.623 ve
korelasyon katsayis1 0.9992 bulundu. Kalibrasyon egrisi istatiksel analiz sonuglar1 Tablo

4.1°de verildi.
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Tablo 4.1. Pirasetamin UV-Gor. bolge spektrofotometri ve 1. derece tiirev
spektrofotometri yontemlerinin kalibrasyon egrilerinin istatiksel analiz verileri

Dalga boyu(nm)  Calisma arahgx Regrasyon R?
(ng/mL) Denklemi
UV-Gor. Bolge
Spektrofotometri 204 2-35 A =0.030x + 0.9990
0.039
1. Derece Tiirev
Spektrofotometri 201 2-35 A;=0.316x + 0.9992
0.623
L e I ==
o a : b
020 §
om0
90 00 10 1,\2_"“”“"”:? 0 250 260 190 00 10 V;:I;lelehgmaif' 40 250 60

Sekil 4.1. UV-Gor. bolge spektrofotometri (a) ve 1. derece tiirev spektrofotometri (b)
yontemleri ile 10 pg/mL pirasetam ¢dzeltisinin alinan spektrumlart ve maksimum
absorbans degerlerini gosteren dalga boylari

4.1.2. Dogruluk ve Kesinlik

Kalite kontrol ¢6zeltileri her iki yontemle giin i¢i (ayn1 giin) ve giinler arasi1 (farkl
3 giin) alt1 kez tekrar ederek analizleri yapildi. Elde edilen verilerin ortalama degerleri,
standart sapmalar1, bagil standart sapma degerleri ve bagil hata degerleri hesapland.
Dogruluk % Bagil Hata (%BH) ile kesinlik ise % Bagil Standart Sapma (%BSS) ile
verildi. Incelenen tiim konsantrasyonlar igin giin ici ve giinler aras1 %BSS degerleri
%2.06 ve %BH degerleri ise % 3.79’dan kiigiik bulundu (Tablo 4.2).
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Sekil 4.2. UV-Gor. bolge spektrofotometri (a) ve 1. derece tiirev spektrofotometri (b)

yontemleri ile 2, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 pg/mL konsantrasyonlarda pirasetam

standart calisma ¢ozeltilerinin spektrumlari
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Sekil 4.3. UV-Gor. bolge spektrofotometri (a) ve 1. derece tiirev spektrofotometri (b)
yontemleri ile elde edilen kalibrasyon egrileri
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Tablo 4.2. UV-Goér. bolge spektrofotometri ve 1. derece tiirev spektrofotometri
yontemleri i¢in giin i¢i Ve giinler arast dogruluk ve kesinlik degerleri

Giin-ici Ginler arasi
Eklenen
Bulunan Dogruluk  Kesinlik  Bulunan Dogruluk  Kesinlik
(ng/mL)
+SS8 %BHP %BSS* +SS8 %BHP %BSS*
4 3.984+0.07 -0.28 1.79 3.94+0.08 -1.39 1.93
UV'G@I‘. 17
Bolge 17.11£0.16  0.65 0.98 17.55+0.34 3.27 1.91
Spektrofoto
-metri 3 3951018 -0.14 0.54 33.05£042 0.17 1.27
4 3.98+0.02 -0.50 0.55 3.84+0.07 -3.79 2.06
1.Derece 7 16794003 -1.20 0.15 16.79:0.05 -1.23 0.30
Tirev
spektrofoto-
metri 3 3670003 -0.99 0.10 32.6040.03 -1.19 0.12

(3SS: Standart sapma; "BH: Bagil hata; ‘BSS%: % Bagil standart sapma)

4.1.3. Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Miktar Tayin Simir1 (LOQ)

ICH yonergelerinde goézlenebilme sinirt (LOD) ve miktar tayin smirint (LOQ)
belirlemek i¢in 3 farkli yontem Onerilmistir. Bu ¢alismada, bu yontemlerden kalibrasyon
egrisi lizerinden standart sapma ve egim kullanilarak LOQ= 10 x (SS/m), LOD=3.3 x
(SS/m) formiillerine gore LOD ve LOQ degerleri hesaplandi. Burada m; kalibrasyon
egrisinin egimini SS ise egimlerin standart sapmasini temsil etmektedir. UV-Gor. Bolge
Spektrofotometri yontemi igin LOD ve LOQ sirasiyla 0.40 ug/mL ve 1.23 pg/mL, 1.
Derece Tiirev Spektrofotometri yontemi igin sirastyla 0.04 pg/mL ve 0.12 pg/mL olarak
belirlendi.

4.1.4. Analitik Geri Kazamim

Analitik geri kazanim (AGK) deneyleri standart ekleme yontemiyle yapilmistir.
Bolim 3.3.2.2° de anlatildigi gibi Nootropil ® tabletinden hazirlanan 2 pg/mL
konsatrasyondaki pirasetam tablet c¢ozeltisi (Awbolet) ile 4, 17 ve 33 pug/mL
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konsantrasyonlardaki kalite kontrol ¢6zeltilerinin UV-Gor. Bolge Spektrofotometri ve 1.

Derece Tiirev Spektrofotometri yontemleri ile spektrumlari alind1 ve absorbans degerleri

(Axalite kontrot) belirlendi. Daha sonra ii¢ kalite kontrol ¢ozeltileri (4, 17 ve 33 pg/mL)

lizerine 2 pg/mL konsatrasyondaki tablet ¢ozeltisinden eklendi. Ekleme sonrasi elde

edilen ¢ozeltilerin (2+4, 2+17 ve 2+33 pug/mL) her iki yontemle spektrumlart alindi

maksimum absorbans (Atoplam) degerleri tespit edildi. Analitik geri kazanim degerleri

asagida verilen formiil ile hesaplandi:

%AGK =

AToplam - AKalite Kontrol

ATablet

x 100

% Analitik Geri Kazanim (%AGK) degerleri her iki yontem igin %98.09 - %100.13

araliginda bulundu. Degerler Tablo 4.3’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.3. Geri kazanim degerleri

Tablet Eklenen Bulunan Geri BSS
Ticari cozeltisi  (ng/mL) (ng/mL) kazanim %
Preparat derisimi %
(ng/mL)
4 6.04 98.70+3.69 3.73
UV-Gor. Bolge .
Nootropil 17 18.86 98.09+0.66 0.68
Spektrofoto-
] (800 mg)
metri 33 34.73 98.96+0.58 0.59
4 5.80 99.15+0.96 0.97
1.Derece Tiirev )
Nootropil 17 18.67 100.13+0.13 0.13
spektrofoto-
] (800 mg)
metri 33 34.25 99.16+0.05 0.05
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4.2. LC-MS/MS Bulgulan

4.2.1. Kiitle Spektroskopi Bulgulari

Sekil 4.4°de goriildiigl gibi iki spesifik MRM gegisi vardir. 142.7 -> 97.8 gecisi
142.7 m/z oranina sahip bir prekiirsor iyonun pargalanarak 97.8 m/z’lik bir iirlin iyonu
olusturdugunu gostermektedir. 142.7 -> 125.7 gecisi ise aym prekiirsér iyonun
pargalanmasiyla 125.7 m/z’lik bir bagka iyonun olustugunu ifade eder. Pirasetamin
molekiiler agirligr yaklasik olarak 142 g/mol'diir. Dolayisiyla, 142.7 m/z degeri,
pirasetamim protonlanmis molekiil iyonu ([M+H]+)dur. MRM analizlerinde, ayni
prekiirsor iyondan olusan farkli {iriin iyonlarinin sinyal yogunluklarinin belirli bir oranda
olmasi beklenir. Bu grafikte, 142.7 -> 97.8 geg¢isinin sinyali ile 142.7 -> 125.7 gegisinin
sinyali arasindaki oran 88.4 olarak bulunmustur. Bu iyon orani, pirasetam igin

karakteristik bir "parmak izi" gibidir. Grafikte bu oran %116.6'lik bir sapma gosteriyor,

ancak bu kabul edilebilir bir araliktadir.

+MRM (142.7 -> 97 8) Std_S50ngmi-2.d

—_

427->978 ,1427->1257 + MRM (1.793-2013 min, 27 scans) (142

g x102 | *1.869 min & x10 2| Ratio =88.4 (1166 %) £ x103]978
[+ 8 B
(8] B b . 2 125.7
16 g 1 (&) 2+
14 b5 3| 1.754
a a i - 1.5 ¢
1.2+ < 06 a
14 2 . 125+
] 4 14
0.8+ & 02- 0.754
0.6 0.5+
04- e e . 0.25
T T T T T T T T 0~ T T T T ‘
1 15 2 25 1 15 2 25 100 170 120 130 140

Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.4. ®Kromatogram (zamana kars1 iyon yogunlugu), "Kromatogram (zamana kars1
goreceli bolluk), °Kiitle spektrumu (kiitle/yiik oraninan karsi iyon yogunlugu)

4.2.2. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik

25-1000 ng/mL konsantrasyon araliginda sekiz konsantrasyon (25, 50, 75, 100,
200, 500, 750 ve 1000 ng/mL) seviyesinden bir kalibrasyon egrisi olusturuldu. Dogrusal
regresyon analizi test edilen konsantrasyon araliginda pirasetamin hem standart ¢alisma
¢ozeltileri hem de plazma galisma ¢ozeltileri igin mitkemmel dogrusallik elde edildi.
Standart calisma ¢ozeltilerinin ve plazma calisma ¢ozeltilerini istatiksel analizi sonrasi
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elde edilen regrasyon denklemleri ve korelasyon katsayilar1 sirastyla y=11.052x + 50.599
(R?=0.9999) ve y=8.226x + 52.627 (R? = 0.9993) olarak elde edildi ve istatiksel degerler
Tablo 4.4’de verildi. LC-MS/MS ile ¢calismasinda plazmadan gelen herhangi bir interfere
pike rastlanmadi ve pirasetam igin tatmin edici bir ayirma ve pik noktasi ile sonuglanan
kromatogram elde edildidi. Pirasetam ali konma siiresi 1.869 dk olarak belirlendi.
Kalibrasyon egrileri Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da; elde edilen kromatogramlar Sekil 4.7 ve

4.8°de verildi.

Tablo 4.4. Standart ve plazma ¢6zeltilerinin istatiksel analiz sonuglari

Calisma Regrasyon R? Sa Sh
Aralig Denklem
(ng/mL)
Standart
calisma 25-1000 y=11.052x + 50.599 0.9999 0.011472 2.54272
¢oOzeltileri
Plazma
calisma 25-1000 y=8.226x + 52.627 0.9993 0.031820 5.07637
¢oOzeltileri

R?: Korelasyon katsayisi, Sa: Kalibrasyon egrisi kaymanin standart sapmasi, Sb: Kalibrasyon egrisi egiminin standart
sapmasi
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Sekil 4.7. 25-1000 ng/mL konsantrasyon araliginda pirasetamin standart ¢caligma
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Sekil 4.8. 25-1000 ng/mL konsantrasyon araliginda pirasetamin plazma galigma
¢ozeltilerinin LC-MS/MS kromatogrami

4.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Kalite kontrol ¢6zeltileri her iki yontemle giin i¢i (ayn1 giin) ve giinler aras1 (farkl
3 giin) alt1 kez tekrar ederek analizleri yapildi. Elde edilen verilerin ortalama degerleri,
standart sapmalar1, bagil standart sapma degerleri ve bagil hata degerleri hesaplandi.
Dogruluk % Bagil Hata (%BH) ile kesinlik ise % Bagil Standart Sapma (%BSS) ile
verildi. 60, 120 ve 600 ng/mL standart calisma ¢ozeltileri LC-MS/MS yontemi ile giin i¢i

ve glinler arasi analizleri gergeklestirildi. Plzama c¢alismalarinda ise ii¢ farkl
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konsantrasyonda (60, 120 ve 600 ng/mL) pirasetam standart ¢alisma ¢ozeltileri bos
plazmaya spayk edildi ve dnceden gelistirilen ekstraksiyon yontemi ekstraktlar1 yapildi.
Elde edilen plazma ¢ozeltileri mevcut yontem ile analizleri yapildi. Analizler sonrasinda
giin i¢i ve giinler arasi standart ¢aligsma ¢ozeltilerinin %BH degerlerinin % 0.072, %BSS
degerlerinin ise % 1.97°den kiigiik oldugu, giin i¢i ve giinler aras1 plazma g¢alisma
coeltileri icin ise % BH degerlerinin % 0.004 ve % BSS degerlerininde % 0.66’dan
kiiglik oldugu tespit edildi (Tablo 4.5). Bu elde edilen verilerin yontemin plazma

caligmalarinda iyi bir tekrarlanabilirlige sahip oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.5. Standart ve plazma galisma ¢6zeltilerinin giin igi ile giinler aras1 dogruluk ve
kesinlik degerleri

Giin ici Giinler aras1
Eklenen  Bulunan+SS  Dogru- Kesin-  Bulunan+SS  Dogru- Kesin-
(ng/mL) luk lik luk lik %
%BH  %BSS % BH BSS
Standart 60 60.43+1.14  0.072 1.89  63.34£125  0.557 1.97
calisma 120 123.24+0.85 0.540 069  124.15+1.89  0.691 152
gozeltileri 600  602.52+0.76 0.420 013  603.14+1.06  0.523 0.18
Plazma 60 57.38:0.82  -0.004 143  57.18+159  -0.087  0.66
calisma 120 119.13+123 -0.145  1.03  118.89+1.89 -0.186  1.59
gozellileri g0 597894278 0352 047  600.69+3.98 0114  0.66

(SS: Standart sapma; %BH: Bagil hata; %BSS: Bagil standart sapma)

4.2.4. Gozlenebilme (LOD) ve Miktar Tayin Simir1 (LOQ)

LC-MS/MS yonteminin plazma ¢alismasinda cihazda alinan kromatogramlardan
LOD degeri sinyal/giiriiltii oraninin 3 ile ¢arpilmas1 ve LOQ degeri ise sinyal/giiriiltii
oraninin 10 ile ¢arpilmasi ile belirlendi. Yéntemin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.75

ng/mL ve 2.30 ng/mL olarak tespit edildi.
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4.2.5. Plazmadan Geri Kazamim (GK)

Calisilan yontemin plazmadan geri kazanim degeri ortalama olarak % 86.79 ve
%91.72 araliginda degistigi belirlendi. En yiliksek geri kazanim degeri hem giin i¢i hem
giinler arast analizde 120 ng/mL konsantrasyonunda gozlendi. 120 ng/mL
konsantrasyonda pirasetam standart ¢alisma ¢ozeltisinin ve plazma galisma ¢ozeltisinin

kromatogramlari sirasiyla Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verildi. Geri kazanim degerleri ise

Tablo 4.7°de 6zetlendi.

Tablo 4.6. Pirasetamin plazmadan geri kazanim (GK) degerleri (60, 120 ve 600 ng/mL)

Plazma

Konsatrasyonu 60 ng/mL 120 ng/mL 600 ng/mL
Giin i¢i (% GK) 89.99+3.24 91.72+1.38 88.52+0.46

Gtnler aras1 (%0GK) 89.41+2.13 91.68+1.69 86.79+0.54

+ TIC MRM [ - =) S1d_KK_120ngml d{S1d_KK_120ngm}
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Sekil 4.9. 120 ng/mL pirasetam standart calisma ¢ozeltisinin kromatogrami
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Sekil 4.10. 120 ng/mL pirasetam plazma ¢alisma ¢6zeltisinin kromatogrami

4.2.6. Ger¢cek Numunelere Uygulanmasi

40 hastanin ilag verildikten 30. dk sonra ve 60. dk sonrasi1 plazmadaki pirasetam
konsantrasyonlari Tablo 4.7°de verildi. Hastalarn 30. dk ve 60. dk plazma
konsantrasyonlarinin ortalama degerleri sirasiyla 74.81 ng/mL ve 351.69 ng/mL olarak
tespit edildi. Bos plazma (ilagsiz) ile hastalara ilag verildikten sonra alinan 30. dk ve 60.

dk plazma 6rneklerinin LC-MS/MS kromatogramlart Sekil 4.11°de verildi.

Tablo 4.7. Hasta numunelerinin 30. ve 60.dk dakikalardaki plazma konsantrasyon
degerleri

H 30.dk plazma 60.dk plazma 30.dk plazma 60.dk plazma

asta Hasta

no konsantrasyonu konsantrasyonu no konsantrasyonu konsantrasyonu

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

1 56.675 206.200 21 60.056 325.900
2 81.898 361.878 22 78.400 452.690
3 80.932 317.225 23 61.542 300.560
4 45,565 217.652 24 89.125 500.620
5 54.869 237.896 25 100.350 605.980
6 92.896 415.899 26 78.760 425.100
7 83.696 324.989 27 75.452 374.562
8 75.696 305.542 28 76.254 400.525
9 99.896 405.696 29 90.250 450.685
10 64.125 254.650 30 62.580 345.621
11 52.154 228.456 31 56.425 265.128
12 98.225 402.569 32 69.552 364.255
13 85.400 375.250 33 70.568 300.650
14 92.420 500.625 34 102.568 594.890
15 62.800 269.841 35 89.462 375.648
16 95.640 408.350 36 64.855 264.500
17 75.250 375.975 37 62.564 310.524
18 64.840 255.671 38 60.453 298.564
19 57.900 221.552 39 70.899 300.253
20 69.782 326.500 40 81.469 398.458
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Sekil 4.11. Bos hasta plazmasi (@), ilag verildikten 30 dk sonra alinan plazma 6rnegi (b),
ilag verildikten 60 dk sonra alinan plazma 6rnegi (c) LC-MS/MS kromatogramlari

4.3. Metabolomiks Bulgular:

4.3.1. Metabolomik Analiz ve Metabolitleri Tanimlama

Bu calismada, Arastirma Hastanesi Acil Klinigine gelen hastalara ila¢ verilmeden
once (Kontrol grubu) ve ilag verildikten sonra 30. dk ve 60. dk (pirasetam ile tedavi edilen
gruplar) toplanan plazma ornekleri iizerindeki metabolik etkisi LC-Q-TOF/MS ile
arastirildi. Tlag verildikten 30 dk sonra alian kan 6rnekleri ile yapilan analiz grup 1, 60
dk sonra alinan kan 6rnekleri ile yapilan analiz ise grup 2 olarak adlandirildi. Sonuglar

Agilent MassHunter Yazilim Siirimii B.02.00 ile degerlendirildi. Metabolitlerin
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tanimlanmas1 m/z oranlarina dayanarak gergeklestirildi ve pik (tepe) noktalar1 XCMS
yazilimi ile dogruland1 ve diizenlendi. Grup 1 ve Grup 2 igin diizeltilmis toplam iyon
kromatogramlari sirasiyla Sekil 4.12°de ve Sekil 4.13’te verildi. Grafikte; y ekseni belirli
bir anda dedektore ulasan tiim iyonlarin toplam sinyal yogunlugunu temsil eder. Yiiksek
degerler, o anda daha fazla sayida veya daha yogun sinyalli iyonun dedekte edildigi
anlamina gelir. X ekseni, analitlerin kolon boyunca hareket etme siiresini (alikonma
siiresi) gosterir. Grafikte gorlinen her bir tepe (pik), numunede bulunan farkli bir
metaboliti temsil eder. Pikin yiliksekligi, o metabolitin goéreceli bollugunu veya
konsantrasyonunu gosterirken, pikin konumu (x eksenindeki alikonma siiresi) o
metabolitin kimligi hakkinda bilgi verir. Farkli bilesikler, kolonla farkli etkilesimler
gosterdikleri igin farkli alikonma stirelerinde dedektore ulasirlar. Kiitle dedektorti, kontrol
ve grup 1 arasinda farklilik gésteren 724 farkli m/z degeri belirlerken kontrol ve grup 2
arasinda 2119 farkli m/z degeri belirledi. Kat degisimi > 1.1 ve/veya P < 0.05 olan
ozellikler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. 30 dk grubu i¢in 724 metabolitten 244
tanesi anlamli bulunurken 60 dk grubu i¢in 2119 metabolitten 227 tanesi anlaml1 bulundu.
Ayn1 m/z degerine sahip Ozellikler, MS/MS sonuglar1 karsilastirilarak daha fazla
dogrulandi. Dogru kiitle ve yapisal bilgiler, METLIN veritabanindaki literatiir
degerleriyle eslestirildi. Tablo 4.8 ve 4.9°da sirasiyla her iki grup icin belirlenen
metabolitler listelenmektedir. Agaritinal, pikolinik asit, vinil asetil glisin, glutamin,
piroglutamik asit, aspartil sistein hem 30 dk grubunda hem de 60 dk grubunda

gbdzlemlenen metabolitlerdir.
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Sekil 4.12. Grup 1 metabolitlerin toplam iyon kromatogrami
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Sekil 4.13. Grup 2 metabolitlerin toplam iyon kromatogrami
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Tablo 4.8. Onemli metabolitler (Grup 1)

No Kodu Metabolit ad1 Kat- P degeri Regii- Molekiil Rt-
lanma lisyo- agirh@ med
nu
1 HMDB0040694 Agaritinal 30.4 3.10862e-15  yukari  307.2573 2.83
2 HMDB0002243 Picolinic acid 245 5.20473e-13  yukari  123.1109 2.26
3 HMDBO0028802 Glutaminyllysin 1.2 0.01021 yukar1  118.0873 1.71
e
4  HMDBO0000894 Vinylacetiylglyc 16.7 4.44089%-16  yukar1  126.0560 2.84
ine
5 C00303 Glutamine 18.4 8.88178e-16  yukarn  143.0823 2.23
6 HMDBO0000267 Pyroglutamic 15.9 2.20002e-12  yukarn1  126.0560 2.84
acid
7 HMDBO0031411 4-Acetamido-2- 15.0 2.30414e-9 yukart  143.0828 2.18
butanoic acid
8 HMDB0006779 Indole-5,6- 12.4 0.00000e+0  yukar1 165.0646  3.82
quinone
9 HMDBO0029633 Phenylmethanet 8.6 3.83912e-9  yukar1 166.0684  2.20
hiol
10 HMDBO0034263  Triethyl citrate 2.0 0.00074 asagr  315.0828
11 HMDBO0003416 D-arginine 15 0.01485 yukart  175.1119 1.52
12 HMDB0249195 Bifemelane 6.5 1.97264e-12  yukar1  308.1630 4.37
13 131751354 2-Undecyl- 1.4 0.03811 asagr  332.2471 7.93
4(1H)-
quinolinone N-
oxide
14 HMDBO0003334 Symmetric 1.5 0.00535 yukart  203.1511 1.59
Dimethylarginin
e
15 51712 Pramiracetam 14 0.03542 yukar1  292.2003 1.42
16 HMDBO0028750 Aspartyl- 1.6 0.00360 asagl  219.0450 4.81
Cysteine
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Tablo 4.9. Onemli metabolitler (Grup 2)

No Kodu Metabolit adi Kat - P degeri Regii-  Molekiil Rt-
lanma liisyo- agirhgi med
nu

1 HMDBO0040694 Agaritinal 25.7 0.00031 yukart  307.2573 2.3

2  HMDB0002243 Picolinic acid 20.1 1.53744e-  yukar1  123.1109 2.23
12

3 C00303 Glutamine 11.7 0.00001 yukart  143.0823 2.23

4  HMDBO0000894 Vinylacetylglycin 16.6 2.23115e-  yukann  126.0560 2.84
e 11

5 HMDB0028949 L-glutamate 3.1 0.007677  yukart  292.1993 1.46

6 HMDB0000812 N-Acetyl-L- 2.8 0.04889 asagt  239.0651 1.49

Aspartic acid
7 HMDBO0012250 L-Aspartyl-4- 5.3 0.06457 asagt  255.0394 151
phosphate

8 HMDBO0000267 Pyroglutamic 16.6 2.23115e-  yukann  126.0560 2.84
acid 11

9 HMDB0003416 L-arginine 2.4 0.011872  yukart  197.1026 1.32

10 HMDBO0015304 Orphenadrine 6.7 5.46692e-  yukar1  308.1631 4.36
11

11  HMDB0028750 Aspartyl- 15 0.01590 asagt  219.0845 1.78

Cysteine

12 HMDBO0000191  L-Aspartic acid 11 0.006060  yukar:1  139.9749 1.2

13 HMDBO0240274 Picrotoxinine 2.5 4.67733e-6 asag1i  315.0826 2.45

14 HMDB0250763 D-Histidine 1.4 0.04022 yukar1  219.0833 1.7

15 HMDBO0006779 Indole-5,6- 13.6 0.00228 yukar1  165.0646 3.82

quinone

16 HMDBO0240650 Ectoine 13.4 0.00231 yukar1  181.0384 2.25

17 HMDB0245812 L-2 16.0 4.44089%-  yukari  143.0828 2.84
Aminoadipate 16

18 HMDB0000641 L-Glutamin 11.9 5.74517e-6  yukar1 = 143.0826 3.84
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Tablo 4.9. (devami)

19
20
21
22

23

24
25

26

27

28

29

30

31
32

HMDB0240273

HMDB0012249

HMDBO0031257
C09187

HMDB0250588

HMDB0030481
HMDB0255137

C18752

HMDB0013733

C07130

K19744

D05592

HMDB0034263
HMDBO0037723

pyrvinium
D-Aspartate
Fumarate
1,3-
Diaminopropane
Cumenehydroper
oxide
Agrocybin
N-
Ethylmaleimide
Hydroquinone
1,2,4-
Trimethylbenzen
e
1,3-
DimethylIxanthine
L-
argininedehydrog
enase
Pramiracetamhyd
rochloride
Triethyl citrate
2-Phenylethyl 2-

furancarboxylate

4.7
4.0
2.7
1.4

16.0

15.2
12.7

1.4

114

1.5

1.6

1.5

2.5
1.8

0.01446
0.01933
0.012363
0.05316

4.44089e-

16

0.00000e+0

0.00000e+0

0.00758

0.00000e+0

0.00731

0.00277

0.02090

4.67733e-6
0.00591

asagi
yukari
yukart
asagl

yukart

yukari

yukart

asagi

yukart

yukart

yukart

yukart

asagi

asagi

404.2096
131.0845
145.0492
367.1529

143.0828

165.0648
126.0559

252.0840

143.0827

197.1027

175.1201

292.2003

315.0826
255.0402

8.81
1.74
1.75
5.25

2.84

3.68
2.18

1.32

3.70

1.30

1.48

1.42

2.45
1.47

Sekil 4.14°de Grup 2 ile kontrol grubu karsilastirildiginda yukar1 regiilasyonu

(yesil) ve asagi regiilasyonu (kirmizi) gosteren agiklamali metabolitlerin bulut grafigi

gosterilmektedir. Grafikte P degeri, rengin ne kadar koyu veya agik olduguyla temsil

edilir. Kat degisimi, her ozelliin yaricapiyla temsil edilir. Retensiyon zamani, x

eksenindeki konumla temsil edilir. Kiitle-Yiik orani ise y eksenindeki konumla temsil

edilir.
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Retention Time vs m/z of 2119 features
Click and drag in the plot area to zoom in
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Sekil 4.14. Grup 2 ile kontrol grubu karsilastirildigindaki metabolitlerin bulut grafigi

Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da metabolitlerin PLS-DA (Partial Least Squares
Discriminant Analysis) modelinin sonuglarin1 gorsellestiren bir scor plot tablosudur.
Grafikteki oklar orijinal degiskenleri yani biyomarkirlar: temsil etmektedir. Oklarin
uzunlugu ise degiskenin etkisinin bir gostergesidir. Yani daha uzun ok ilgili bilesenler
tizerinde daha biiylik etkiye sahip olan degiskeni temsil eder. Oklarin {izerindeki sayilar

ise bu degiskenlerin m/z degerlerini gdstermektedir.
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Sekil 4.15. PLS-DA modeline gore degiskenlerin scor plot tablosu (Grup 1 ile kontrol
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Sekil 4.16. PLS-DA modeline gore degiskenlerin scor plot tablosu (Grup 2 ile kontrol
grubu)
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4.3.2. Metabolomik Yol Analizi

Grup 2 ve kontrol grubu karsilastirildiginda bazi 6nemli metabolik yolaklarda
degisiklikler tespit edildi. Bu metabolik yolaklar Tablo 4.10°da 6zetlendi ve Sekil 4.17°de
gosterildi. Bu grafik, incelenen durumda hangi metabolik yolaklarin en ¢ok etkilendigini
ve bu degisikliklerin ne kadar giivenilir (anlaml1) oldugunu gorsel olarak 6zetlemektedir.
Grafikteki her bir baloncuk farkli bir metabolik yolu temsil etmekte, bu baloncuklarin
konumu ve boyutu bu yolaklar hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir. Yatay Eksen
(Pathway Impact), ilgili metabolik yolun genel metabolizmadaki etkisini veya dnemini
gosteriyor. Sag tarafa dogru olan baloncuklar daha yiiksek bir etkiye sahip yolaklar
temsil eder. Dikey Eksen (-log10(p)) ise istatistiksel anlamlilik diizeyini gosterir. Yiiksek
-logl0(p) degerleri, ilgili metabolik yoldaki degisikliklerin istatistiksel olarak daha
anlaml1 oldugunu ifade ederken bu yollarda gézlemlenen degisikliklerin rastlantisal olma
olasihigr daha disiiktiir. Bir baloncuk ne kadar sagda ve yukarida yer aliyorsa, o
metabolik yolun hem etkisi daha biiyiilk hem de gozlemlenen degisiklikler istatistiksel
olarak daha anlamlidir. Baloncuklarin boyutu ise metabolik yoldaki degisikliklerin
biiyiikliigiinii temsil edebilir. Daha biiyiik baloncuk daha belirgin degisikligi ifade eder.
Grafige gore alanin - aspartat - glutamat metabolizmas1 Ve arjinin biyosentez
metabolizmas1 bu analizde 6ne ¢ikan yollar olarak goriinmektedir. Ciinkii sirasiyla
7.3192E-9’luk ve 1.0616E-8°lik onemli bir P degeriyle 6/28°lik ve 5/14’lik bir eslesme
durumu sergilemislerdir. Ek olarak; glutatyon metabolizmasi 0.014879’Iuk P degeri ve
2/28’1ik eslesme, nitrojen metabolizmas: 6.4166E-4’liikk bir P degeri ve 2/6’lik bir

eslesme durumu gosterdi.
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Overview of Pathway Analysis
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Sekil 4.17. Pirasetam ile degisen metabolik yolaklar

Tablo 4.10. Pirasetam ile degisen metabolik yolaklar listesi

No Yolak adi Eslesme P degeri -log(p)
1 Alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi 6/28 7.3192E-9 8.1355
2 Arjinin biyosentez metabolizmasi 5/14 1.0616E-8 7.9741
3 Nitrojen metabolizmasi 2/6 6.4166E-4 3.1927
4 Histidin metabolizmasi 2/16 0.0049428 2.3060
5 Beta-Alanin metabolizmasi 2/21 0.008488 2.0712
6 Glutatyon metabolizmasi 2/28 0.014879 1.8274
7 Glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi 2/32 0.019231 1.7160
8 Arjinin ve prolin metabolizmasi 2/36 0.024061 1.6187
9 Tirozin metabolizmasi 2142 0.032146 1.4929
10 D-Amino asit metabolizmasi 1/15 0.099193 1.0035
11 Butanoat metabolizmasi 1/15 0.099193 1.0035
12 Nikotinat ve nikotinamid metabolizmasi 1/15 0.099193 1.0035
13 Pantotenat metabolizmast 1/20 0.13021 0.88534
14 Sitrat sikliis 1/20 0.13021 0.88534
15  Piriivat metabolizmasi 1/23 0.14836 0.82869
16 Lizin degredasyonu 1/30 0.18936 0.72271
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Tablo 4.10. (devami)

17 Porfirin metabolizmasi 1/31 0.19507 0.70981
18 Pirimidin metabolizmasi 1/39 0.23944 0.62080
19 Purin metabolizmasi 1/70 0.39117 0.40763

4.3.2.1. Alanin, Aspartat ve Glutamat Metabolizmasi

Sekil 4.18’de kutucuklar metabolitleri oklar ise bu metabolitler arasindaki
doniistimleri veya iligkileri gostermektedir. Grafik bu alti 6Gnemli amino asidin birbiriyle
ve diger metabolitlerle olan karmasik iligkilerini ve doniisiimlerini gorsellestirmektedir.
Kirmiz1 kutular; C01042 (N-asetil-L-aspartat), C00049 (L-aspartat), C00025 (L-
glutamat), C00064 (L-glutamin), C00402 (D- aspartat), C00122 (Fumarat)
metabolitleridir. L-aspartat ve L-glutamat, bu metabolik yolun merkezi bilesenleridir ve
cesitli diger molekiillerin sentezi ve yikiminda rol oynarlar. Hem proteinlerin yap: tasi
hem de uyaric1 norotransmitterlerdir ve hafiza gibi bilissel rollerde kilit rol oynarlar. N-

asetil-L-aspartat, aspartatin bir tiireviyken, L-glutamin ise glutamatin bir amid tiirevidir.
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Cooo42 C00169

Sekil 4.18. Alanin, Aspartat ve Glutamat metabolizmasi yolu (C01042: N-Acetyl L-
Aspartat, C00049: L-Aspartat, C00025: L-Glutamat, C00064: L-Glutamin, C00402:D-
aspartat, C00122: Fumarat)

Sekil 4.19’da alanin, aspartat ve glutamat arasindaki doniisiimler ve bu amino
asitlerin katildig1 diger metabolik yollar gosterilmektedir. Bu ii¢ amino asit, hiicrelerde
bircok dnemli metabolik sliregte merkezi roller oynar. Yesil kutular i¢erisinde enzimlerin
EC numaralart belirtilmistir. Bu numaralar, ilgili enzimin hangi reaksiyonu
katalizledigini gosterir. Oklar, metabolik akisi ve reaksiyonlarin yoniinii temsil eder.
Semada alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasinin diger 6nemli metabolik yollar olan
sitrik asit dongiisii (krebs dongiisii), glikoliz/glikoneogenez, lire dongiisii, pirimidin
metabolizmasi, piirin metabolizmasi ve ¢esitli diger amino asit metabolizma yollari ile
baglantis1 da gosterilmektedir. Amino asitlerin hiicresel enerji iiretimi, azot dengesi ve
diger biyomolekiillerin sentezi i¢in bu baglantilar 6nem arz etmektedir. Ayrica semada
bahsedilen metabolik yollarda yer alan énemli ara iiriinler de gosterilmektedir. Ornegin,
alanin'den piriivat, aspartat'tan oksaloasetat ve glutamat'tan a-ketoglutarat olusumu ve bu

metabolitlerin sitrik asit dongiisii'ne girisi agik¢a goriilmektedir.
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Sekil 4.19. Alanin, Aspartat ve Glutamat yolaginin KEGG haritasi

4.3.2.2. Arjinin Biyosentez

Sekil 4.20°de kirmiz1 kutular; C00025 (L-glutamat), C00049 (L-aspartat), C00064
(L-glutamin), C00062 (L-Arjinin), C00122 (Fumarat) metabolitleridir. Sekil L- glutamat,
L-glutamin ve L-Aspartatin birleserek L-Arjinin amino asidini olusturdugunu

gostermektedir. Fumarat ise bu sentez sirasinda agiga ¢ikan dnemli bir yan {irtindiir.
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Sekil 4.20. Arjinin biyosentez yolu (C00025: L-Glutamat, C00049: L-Aspartat,
C00064: L-Glutamin, C00062: L-Arjinin, C00122: Fumarat)

ARGININE BIOSYNTHESIS L-Arginosuccinate
O
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(c) Kanehisa Laboratories

Sekil 4.21. Arjinin biyosentez yolagi KEGG haritasi

Sekil 4.21°de organizmalarda arginin amino asidinin nasil sentezlendigini
gosteren metabolik yolak gosterilmektedir. Argininin ¢ok sayida onciilden, ara iiriinler ve

enzimler araciligiyla nasil sentezlendigini ve ayni zamanda iire dongiisii gibi diger temel

68



metabolik yollarla nasil etkilesimde oldugunu kapsamli bir sekilde gostermektedir.
Yolagin sol iist kisminda glutamin ve glutamat'in arginin sentezi i¢in énemli baslangig
molekiilleri oldugu goriilmektedir.

4.3.2.3. Glutatyon Metabolizmasi

Sekil 4.22°de kirmizi kutular; C00025 (L-glutamat), C01879 (5- oksoprolin),
metabolitleridir. Grafikte de goriildiigli tizere L-glutamat'in 5-oksoprolin'e dontisiimii
bilinen bir adimdir. Bu doniisiim, gamma-glutamil siklotransferaz enzimi araciligiyla
gerceklesir. 5-oksoprolin daha sonra 5-oksoprolinaz yoluyla tekrar L-glutamat'a
dontistiiriilerek gamma-glutamil dongiistinii (glutatyon-glutamat dongiisii veya Meister
dongiisii olarak da bilinir) tamamlar.

Dolayisiyla, grafik, L-glutamat'in metabolize edildigi ve 6zellikle 5-oksoprolin‘e

doniistiiriildiigli glutatyon metabolizmasi yolunun bir kesitidir.

Co05729 C00077 CO01672 C16663 C02090
C05726 CO00024 C00037 C00134 C16565 C16664 C03170
l / l \
C05727 CO01322 C00051 C00151 C00315
J] / \\I\\‘\ |
C02320 Co0127 C03740 CO01419 COO750

1 C00006
CO0669  COODOS

/

C00097

Sekil 4.22. Glutatyon metabolizmasi yolu (C00025: L-Glutamat, C01879: Piroglutamik
asit)
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Sekil 4.23, biyolojik sistemler igin kritik bir antioksidan olan glutatyonun
karmasik biyokimyasal reaksiyonlar agim1 ve diger metabolik yollarla etkilesimlerini
gostermektedir. Sekil cesitli oncii maddelerin glutatyonu sentezlemek icin nasil
kullanildigini, nasil par¢alandigini ve hiicre i¢cindeki diger reaksiyonlara nasil katildigin
gostermektedir. Grafige gore L-glutamat, glutatyonun sentezi i¢in olmazsa olmaz bir
baslangi¢ maddesidir ve glutatyon metabolizmasinin ilk ve hiz sinirlayic1 adiminda yer
almaktadir. 5-oksoprolin ise glutatyonun yikimindan sonra glutamatin geri
doniistiiriildiigli bir ara maddedir. Goriildiigii iizere bu iki molekiil, glutatyonun stirekli
olarak sentezlenip geri doniistiiriilebilmesi ve bdylece hiicrelerin oksidatif strese karsi

savunma kapasitesinin korunabilmesi i¢in 6nem arz etmektedir.

GLUTATHIONE METABOLISM |
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Sekil 4.23. Glutatyon metabolizmasi KEGG haritasi

70



4.3.2.4. Nitrojen Metabolizmasi
Sekil 4.24’de kirmizi kutular; C00025 (L-glutamat), C00064 (L-Glutamin)
metabolitleridir. Grafik, L-glutamat ve L-glutaminin dahil oldugu nitrojen

metabolizmasinin karmasik bir boliimiinii sematik olarak gostermektedir.

C00011 C00025

\ N\
C00288 C00014

C00169 C00064

Sekil 4.24. Nitrojen metabolizmasi yolu (C00025: L-glutamat ve C00064:L-Glutamin)

Sekil 4.25 azotun ¢evrimsel dogasini ve farkli mikroorganizmalarin bu dongiideki
kritik rollerini vurgulamaktadir. Grafige gore azot oksit ve nitrik oksit yollar1, Siyanamin
azot metabolizmasi ve metan metabolizmasi, arginin biyosentezi azot metabolizmasi ile

iligkili yollar olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.25. Nitrojen metabolizmast KEGG haritasi

4.3.3. Biyobelirte¢ Kesfi

Sekil 4.28°de sol taraftaki grafik ROC egrisidir. Burada dikey eksenin %100'e
yakinlhigi, yatay eksenin ise %0'a yakinligi 6nemlidir. AUC, "Area Under the Curve"
(Egrinin Altinda Kalan Alan) anlamina gelir. Bu deger, testin genel ayirt etme giiciinii
gosteren en onemli Olgiittiir. AUC degeri 0.5 ile 1.0 arasinda degisir. 1.0: miikkemmel
ayrimi, 0.8 - 0.9: iy1 bir ayrimi, 0.6 - 0.8: kabul edilebilir bir ayrimi ifade eder. 0.5 ve
alt1 ise ayirt edici degildir. Sag taraftaki grafik ise kutu grafigidir ve incelenen degerin
kontrol ve ilag verilen gruplar arasindaki dagilimi gérsel olarak karsilagtirir. Kirmizi kutu
(Kontrol): Ilag verilmeden énce alinan kandaki degerlerin dagilimini gdsterirken yesil

kutu (Grup 2): Ilag verildikten 60 dk sonra alinan kandaki degerlerin dagilimin1 gosterir.
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ROC analizi sonuglarina gore pikolinik asit, D-aspartat ve L-arjinin i¢cin AUC degerleri

siras1 ile 0.926, 0.813 ve 0.659 olarak bulundu.
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Sekil 4.26. Biyobelirteg olabilecek metabolitlerin ROC egrileri ve kutu grafikleri
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5. TARTISMA

Analitik Kimya bir numunedeki bilesenlerin kalitatif ve kantitatif analizleri i¢in
yeni analitik yontemlerin gelistirilmesi, valide edilmesi ve ger¢ek numunelerde
uygulanabilir oldugunu gdstermek iizere yapilan c¢alismalarin  bir biitiiniini
olusturmaktadir. Ilaglarin arastirilmasi ve kalite kontrol ¢alismalarinda da Analitik Kimya
onemli bir yere sahiptir. Bundan dolayz, ilag arastirma ve AR-GE ¢alismalarinda ilag ve
etken maddelerinin farkli ortamlarda miktar tayinleri icin c¢esitli analitik yontemleri
gelistirmek ve valide etmek {izerine ¢ok sayida ¢aligmalar yiiriitiilmektedir.

Pirasetam nootropik 6zelliklerinin yani sira biligsel islev {izerindeki iyilestirici
etkileri nedeniyle giiniimiizde sadece regeteli degil regetesiz olarak da siklikla tercih
edilen ilaglardan biri olmustur. Bu calismada pirasetam etken maddesinin standart
cozeltilerde ve farmasotik preparatlarda (tablet) miktar tayini icin UV-Gor. Bolge
Spektrofotometri ve 1. Derece Tiirev Spektrofotometri yontemlerinin gelistirilmesi ve
valide edilmesi, insan plazmasinda pirasetam etken maddesinin miktar tayini i¢in LC-
MS/MS yonteminin gelistirilmesi ve validasyonun yapilmasi, bu gelistirilen ve valide
edilen yontemin uygulanabilir oldugunu gostermek icin ile Atatiirk Universitesi
Arastirma Hastanesi Acil Servise bags donmesi sikayeti ile gelen hastalara Nootropil tablet
verildikten sonra alinan kan orneklerinde pirasetam miktar tayinlerinin yapilmasi ve
ayrica bu hastalarin plazmalarinda metabolomiks analizlerinin gerceklestirilmesi
amaclanmaktadir.

Calismamizda standart ¢alisma ¢ozeltilerinde ve farmasotik preparatlarda (tablet)
pirasetam miktar tayini i¢in iki yeni analitik yontem UV-Gor. Bolge Spektrofotometri ve
1. Derece Tiirev Spektrofotometri yontemleri gelistirilip valide edildi. Her iki yontemin
pirasetam i¢in 2-35 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu belirlendi. 2, 3, 5,

10, 15, 20, 25, 30 ve 35 pg/mL konsantrasyonlarda pirasetam calisma ¢ozeltilerinin UV-
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Gor. Bolge Spektrofotometri ve 1. Derece Tiirev Spektrofotometri yontemleri ile
spektrumlar1 alindi ve Onceden belirlenen dalga boylarinda absorbanslar1 okundu.
Konsantrasyona karsilik absorbans degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri
tiiretildi. UV-Gor. Bolge Spektrofotometri i¢in dogrusal regresyon denklemi A = 0.030x
+ 0.039 ve korelasyon katsayist 0.9990 bulundu. 1. Derece Tiirev Spektrofotometri
yontemi i¢in dogrusal regresyon denklemi Ay = 0.316x + 0.623 ve korelasyon katsayisi
0.9992 bulundu. Her iki yontem de ¢ok yiiksek R? degerleri (0.999) ile miikemmel
dogrusallik sergilemektedir; bu da belirtilen konsantrasyon araliginda pirasetam
konsantrasyonunun giivenilir ve dogru 6l¢timlerini sagladiklar1 anlamina gelmektedir.
Kalibrasyon egrisi igerisine diisen ii¢ farkli konsantrasyonda kalite kontrol ¢ozeltileri
hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin giin i¢i ve glinler aras1 her iki yontemle spektrumlart alindi ve
absorbans degerleri belirlendi. Dogruluk %Bagil Hata ile kesinlik ise % Bagil Standart
Sapma ile verildi. Bu ¢alismada, her iki yontem i¢in de dogruluk degerleri kabul edilebilir
araliklardadir. %BSS degerleri genel olarak diistiktiir, bu da her iki yontemin de yiiksek
kesinlige sahip oldugunu gostermektedir. 1. Derece Tiirev Spektrofotometri yonteminin
hem giin i¢i hem de giinler arasi dl¢timlerde daha diisiik %BSS degerleri elde edildiginden
yontemin kesinligi UV-Gor. Bolge Spektrofotometri yontemine gore daha yiiksek oldugu
sOylenebilir. Ayrica konsantrasyon artikga %BSS degeride artmaktadir. 33 pg/mL
pirasetam konsantrasyonu igin %0.10 ve %0.12 gibi ¢ok diisiik degerler elde edildi. Tablo
4.2’de verilen degerler incelendiginde farmasotik praparatlarda her iki yontemin
pirasetam miktar tayinlerinda belirli konsantrasyon araliklarinda analitik amaglar igin
uygun dogruluk ve kesinlik degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Ancak, 6zellikle
yiiksek kesinlik gerektiren uygulamalarda 1. Derece Tiirev Spektroskopisi'nin daha
avantajli oldugu soylenebilir. UV-Gor. Bolge Spektrofotometri ve 1. Derece Tiirev

Spektrofotometri yontemlerinin farmasdtik preaparatlarda geri kazanim ¢aligmasi
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standart ekleme yontemine gore yapildi. % Analitik Geri Kazanim (%AGK) degerleri her
iki yontem i¢in %98.09 - %100.13 araliginda bulundu. Analitik geri kazanim degerleri
oldukea tutarli ve kabul edilebilir siirlar i¢indedir. Analitik Geri Kazanim ¢alismasinda
elde edilen %BSS degerleri incelendiginde %0.05 ile 9%3.73 araliginda degistigi
goriilmektedir. Oldukca diisiik bir %BSS degeri yapilan ¢alismanin kesinliginin yiiksek
oldugunu gosterir. UV-Gor. Bolge Spektrofotometri yonteminde en diisiik derisimde
%BSS degeri %3.73 olarakbelirlendi. Bu deger diger konsantrasyonlarda belirlenen
degerlere gore yiiksektir. Diigiikk derisimlerde UV-Gor. Bolge Spektrofotometri
yontemiyle Olciilen degerin  kesinliginin  diisiik olabilecegini  gostermektedir.
Konsantrasyon arttikca %BSS degerleri (%0.68 ve %0.59) kabul edilebilir seviyelere
gedligi goriilmektedir. Bu, yontemin ii¢ farkli derisim seviyesinde de analiti dogruya
yakin bir sekilde olgtiigiinii gosterir. 1. Derece Tiirev Spektrofotometri yonteminde ise
tim konsantrasyon seviyelerinde %BSS degerlerinin (%0.97, %0.13, %0.05) oldukga
diisik oldugu gorilmektedir ve bu yontem igin Analitik Geri kazanim degerlerinin
(9%99.15, %100.13, %99.16) yiiksek dogrulukta oldugunu gostermektedir. Bu ¢aligma
sonucunda elde edilen verilerin, pirasetam etken maddesine sahip farmasotik
preparatlarda kalite kontrol ¢alismalarinda UV-Gor. Bolge Spektrofotometri ve 1. Derece
Tiirev Spektrofotometri yontemlerinin uygulanabilir oldugu sonucunu gostermektedir.
Plazmada pirasetam etken maddesinin miktar tayini i¢in LC-MS/MS y6ntemi
gelistirildi ve valide edildi. Yontemin 25-1000 ng/mL araliginda dogrusal oldugu
bulundu. 25, 50, 75, 100, 200, 500, 750 ve 1000 ng/mL konsantrasyonlarda standart
calisma ¢ozeltileri ve plazma c¢alisma c¢ozeltileri hazirlandi. LC-MS/MS yontemiyle
kromatogramlar1 alindi, pik alanlar1 tespit edildi. Konsantrasyona karsi pik alanlari
grafige geicirilerek kalibrasyon egrileri tiireitldi. LC-MS/MS y6nteminin standart ¢calisma

coOzeltilerinin dogrusal regresyon denklemi y = 11.052x + 50.599 ve korelasyon katsayisi

76



0.9999 ve plazma calisma ¢ozeltileri i¢in dogrusal regresyon denklemi y = 8.226x +
52.627 ve korelasyon katsayis1 0.9993 olarak belirlendi. Standart ¢6zeltilerden hazirlanan
egrinin egimi, plazma c¢ozeltilerinin egrisinin egiminden daha yiiksektir. Bu, aymi
pirasetam konsantrasyonu i¢in yanitin genellikle plazma ¢ozeltisine kiyasla standart
cOzeltide daha yliksek oldugunu gostermektedir. Egimdeki bu fark, plazmadaki diger
bilesenlerin sinyali bastirmasi veya matris etkilerinden dolay1 olabilir. Her iki egri de
miikemmel dogrusallik gostermektedir, bu da test edilen konsantrasyon araliginda nicel
analiz i¢in yontemlerin uygun oldugunu gostermektedir. Hem giin i¢i hem de giinler arasi
Olctimler i¢in diisiik bagil hata yiizdeleri (%BH), yontemin standart ve plazma 6rnekleri
icin gercek konsantrasyona yakin sonuglart tutarli bir sekilde saglayabildigini
gostermektedir. Ayrica hem giin i¢i hem de giinler aras1 6l¢iimler i¢in diisiik bagil standart
sapma yiizdeleri (%BSS), yontemin yiiksek derecede tekrarlanabilir oldugunu ve
tekrarlandiginda tutarli sonuglar verdigini gostermektedir. Analitik yontemler i¢in kabul
edilebilir geri kazanim araligir genellikle %80-120 aralifindadir. Tablo 4.6’ya gore,
yontem belirtilen konsantrasyon araliklarinda bir geri kazanim gostermektedir. Yani,
eklenen analitin oldukga biiyiik bir kismi tespit edilebilmektedir. Arastirma Hastanesi
Acil Servise bas donmesi sikayeti ile bagvuran hastalara tedavi amaciyla Nootropil (800
mg pirasetam) igeren ilagtan iki tablet (1600 mg pirasetam) verildikten sonra 30. dk ve
60. Dk’da kan ornekleri alindi ve plazmalar1 ayrildi. Bu plazmalarda pirasetam etken
madde miktar analizleri gelistirilip valide edilen LC-MS/MS yontemiyle yapildi. Calisma
sonucunda, ila¢ verildikten sonra alinan plazmalarda tespit edilen pirasetam
konsantrasyonu 60 dakikada arttig1 tespit edildi. Ayrica metabolom analizlerinin scor plot
tablosuna gore kontrol grubu ile 2.grup arasindaki ayrimin kontrol grubu ile 1. grup
arasindaki ayrimdan daha belirgin oldugunu ortaya koymaktaydi . Bu da gostermektedir

ki pirasetamin plazmada konsantrasyonun artmasi kontrol grubu ve ilag verilen gruplar
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arasindaki farki daha belirgin hale getirmektedir Pirasetamin plazmadan miktar tayini
icin; Wang ve ark. (2020) gelistirdikleri LC-MS/MS yonteminin 0.1-20 pg/mL,
Curticapean ve Imre, (2007) gelistirdikleri HPLC yonteminin 1-100 ug/mL, Mendes ve
ark. (2016) gelistiridigi HPLC-MS/MS yo6nteminin 0.5-50 ug/mL, Barkat ve ark. (2014)
gelistirdikleri HPLC  yontemininin 0.39-50 pg/mL calisma araligima sahip olduklar1
gorilmektedir. Bizim ¢aligsma araligimiz ise 25-1000 ng/mL’dir. Bu deger bu ¢alismalara
gore daha diisiik konsantrasyonlarda miktar tayinin yapilma imkanini sunmaktadir. Sahu
ve ark. (2013), ise UPLC-MS/MS ile rat plazmasinda 10-200 ng/mL araliginda
caligmiglardir. Baslangi¢ konsantrasyon degeri bizim ¢aligmaya gore daha diisiik olsa da
bizim ¢aligma araligimiz daha genistir (25-1000 ng/mL). Ayrica bu ¢alismalarda mobil
faz olarak tampon c¢ozeltiler kullanimistir. Analizlerde tampon ¢6zelti kullanimindan
miimkiin oldugunca kaginmak gerekir ¢iinkii cihazda tuz birikimine yol agarak kolonun
ya da ¢Oziicliniin tagindig1 kanallarin tikanmasina neden olabilir. Calismamizda tampon
¢ozelti kullanimina gerek kalmamigstir ve bu da biiyiik bir avantaj saglamaktadir.
Nootropikler sinifina dahil olan pirasetam ve benzeri bilis arttiricilar, miikkemmel
tolere edilebilen, farkli endikasyonlar gelistirilebilecek kadar dinamik ve esnek olan ve
bilinen 6nemli yan etkileri olmamasina ragmen higbir zaman genel kabule ulagsmamistir
¢linkii etki mekanizmalar1 hala kocaman bir soru isareti olmakla birlikte endikasyon dist
kullanimiyla iligkili uzun vadeli sonuglar ve potansiyel riskler tanimlanmamistir (Malykh
ve Sadaie, 2010). Nitekim Cohen ve ark. Amerika’da yaptiklar1 bir ¢alismada bilissel
giicli artirmak igin pirasetamin biligsel gliglendirme takviyelerine ilave edildigini,
satiglarinin milyon dolar1 astigin1 ancak riskleri ve giivenligi konusunda yeterli
caligmalarin hala eksik oldugundan bahsetmislerdir(Cohen ve ark., 2020). Ciinkii beyin
fonksiyonlarmin karmasikligi uzun ve pahali klinik ¢alismalar gerektirmekte ve hayvan

testleri de yeteri kadar giiven vermemektedir. Pirasetamin ve analoglarinin etkilerini
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gerceklestirilme mekanizmasi ¢cok bilesenlidir, ancak her seyden 6nce metabolik siiregler
ve serebral dolasim flizerindeki etki ile iligkili oldugundan yaptigmiz metabolomik
calisma regete dis1 kullanimi yaygin olan pirasetamin yan etki profilini incelemeye ve etki
mekanizmasini aydinlatmaya yardimei olacaktir (Voronina, 2023). Yapilan g¢alisma
sonucunda en fazla eslesmeyi saglayan ve en yiiksek p degerine sahip olan alanin, aspartat
ve glutamat metabolizmasi1 dikkat cekmektedir. Ozellikle glutamat ve aspartat, 6grenme
ve hafiza lizerinde anahtar rol oynayan iki Onemli ndrotransmiterlerdir. Ciinkii bu
norotransmitterlerin metabolizmasi sinir hiicrelerinin iletisimini dogrudan etkilemektedir.
L-glutamin de glutamatin 6nciisii olup beynin en 6nemli uyarici nérotransmiteri olan
glutamatin sentezinde kullanilir. Yani L-glutamin dogrudan bir nérotransmiter olmasa da,
beynin isleyisi ve 6zellikle de 6grenme ile hafiza gibi bilissel siirecler i¢in hayati dneme
sahip olan glutamat ve GABA gibi nérotransmiterlerin iiretimi i¢in temel bir yapi tagidir.
Miiller ve ark. yaptiklari bir ¢aligmada pirasetamin diisiik konsantrasyonlarda bile L-
glutamat reseptdriinde dnemli dlciide etkili oldugunu ve etki mekanizmasinin buna bagl
olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Miiller ve ark, 1997). Glutamat metabolizmasi {izerine
elde edilen bu sonuglar Miiller ve ark. tahminini kanitlar niteliktedir. Yine bagka bir
calismada glutamik asit ve ilgili maddelerin metabolizmasinin beyin fonksiyonlarini
diizenlemede rol oynadigindan bahsedilmistir (Tsukada, 1966). Yeni bilgilerin islenmesi
ve kodlanmasi i¢in hayati 6neme sahip olan sinyal iletimi glutamatin néronlart hizli ve
etkin bir sekilde ateslemesiyle gerceklesir. Glutamat kisa stireli ¢aligma belleginde etkin
oldugu gibi uzun siireli hafizada da etkilidir ¢linkii her tekrarlanan maruz kalma ile
glutamat, ayni1 noronlar1 uyararak ayni sinir yollarini gii¢lendirir ve bilginin kaliciligini
artirtr. NoOrotransmiter roliinlin yani sira, glutamat hiicrelerde 6nemli bir karbon ve
nitrojen kaynagidir ve TCA (trikarboksilik asit) dongiisiinde rol oynar, hiicresel enerji

tiretimine katkida bulunur. Mendes ve ark. yaptiklar1 bir calismada pirasetamin en 6nemli
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Ozelliklerinden birinin, 6zelllikle stres kosullar1 altinda beyin enerjisi, ATP'yi iyilestirme
yetenegi oldugundan bahsetmislerdir ve elde etti§imiz sonuglar bu bilgiyi kanitlar
niteliktedir(Mendes ve ark, 2016). NMDA reseptorlerini aktive ederek sinaptik plastisite,
hafiza olusumu ve 6grenmede onemli bir rol oynayan aspartat da glutamat gibi merkezi
sinir sisteminde uyarict bir norotransmiter olarak islev goriir. Aspartat, NMDA
reseptorlerinin diizgiin ¢alismasini saglayarak biligsel siirece katki saglar. Raevski ve
Nerush pirasetam ve N-Asetil aspartik asidin (NAA) hafiza ve iletici aminoasitler tizerine
yaptiklar1 bir ¢aligmada hafiza tizerindeki olumlu etkilerinden bahsetmislerdir(Raevskii
ve Nerush, 1993). Scheuer ve ark. yaptiklari ¢alismada pirasetam tedavisinin etkinligini
hipokampusta biligsel siireclerde 6nemli rol oynayan NMDA reseptdr yogunlugu, frontal
korteks ve striatumdaki muskarinik kolinerjik reseptér yogunluklari {izerine olumlu
etkilerine baglamislardir. Aspartat metabolizmasi {izerine elde ettigimiz bu veriler bu
calismalarin sonuclarini desteklemektedir. Alanin aspartat glutamat metabolizmasindan
sonra 1.0616E-8’lik P degeri ve 5/14’liik bir eslesmeyle arjinin biyosentez metabolizmasi
yolu dikkat ¢ekmektedir. Islevsel bir amino asit olan ve proteinin yap tast olarak rol
oynayan L-arginin, ayn1 zamanda kreatin, nitrik oksit (NO), poliaminler, homoarginin ve
agmatinin sentezi i¢in temel bir substrat olarak da gorev yapar. (Wu ve ark, 2021).

Arjinin, beyinde nitrik oksit sentaz enzimi araciligiyla nitrik okside doniistirilir. Sinir
ileticisi olarak islev géren NO 6grenme ve bellegin temel hiicresel mekanizmalarindan
biri olan sinaptik plastisiteyi iyilestirir ve sinir hiicreleri arasindaki iletisimi saglar.
Bundan dolay1 NO uzun siireli potansiyelizasyonda ve bellegin olusumunda anahtar rol
oynar(Cherian ve ark, 2004). Bunun disinda NO’nun vazodilasyon etkileri de vardir. Kan
damarlariin genislemesini saglar bu da beyne giden kan akisini artirir. Daha iyi kan akist,
beyin dokusuna daha fazla oksijen ve besin maddesi ulasmasi1 anlamina gelir ki bu beyin

saglig1 ve biligsel fonksiyonlar i¢in oldukc¢a faydalidir. Bu da gostermektedir ki
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pirasetamin arjinin biyosentez metabolizmasi ile olan iliskisi bazi arastirmacilarin
pirasetamin beyne giden kan akisini artirdigi teorilerini desteklemektedir.

6.4166E-4’liilk P degeri ve 2/6’lik bir eslesmeyle nitrojen metabolizmasi da
pirasetamin etkiledigi yolaklardan biridir. Nitrojen, proteinler ve niikleik asitler gibi
onemli biyomolekiillerin yapisinda yer aldigi i¢in canlilar i¢in hayati 6neme sahiptir.
Sekil 4.22°de goriildigi gibi glutamattan glutamin olusumu goriilmektedir. Glutamat,
bir¢cok amino asidin sentezinde oldugu gibi nitrojen taginmasinda kilit rol oynayan bir
amino asittir. Sekilde yolun son ¢iktis1 glutamindir ve gorildiigii tizere glutamin de
nitrojen metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir. Ciinkii; kandan veya beyin omurulik
stvisindan difiizyonla beyne giren amonyagin fazlasi merkezi sinir sistemi igin toksiktir
ve beyindeki konsantrasyonunn diisiik tutulmasi gereklidir. Glutamin de  amonyak
detoksifikasyonunda ve hiicreler arasi nitrojen taginmasinda gorev alarak amonyagi
uzaklastirir.  (Cooper, 2001; Miflin ve Habash, 2002). Ciinkii beyindeki amonyak
atilminin  ana yolu, glutamat sentaz enzimi aracilifiyla glutamattan glutamin
sentezidir. Buradan da anlasilacagi lizere beyindeki glutamat-glutamin dongiisii ndronlar
arasinda azot tagimaya ve glutamat seviyelerini kontrol etmeye yarar (Shamis ve ark.,
2012) Buradan da anlagilacagi gibi beynin sorunsuz galisabilmesi i¢in beyindeki
amonyagin etkili bir sekilde atilmasi gerekmektedir. Grafikte goriildiigii lizere glutamat
bir amonyak molekiili daha alarak glutamine doniismiis ve bdylece amonyak
uzaklastirllmistir. Bu da beyin saghgi icin gerekli bir siirectir ve dolayli olarak
pirasetamin 6grenme iizerindeki etkilerini destekler niteliktedir.

Pirasetamin etkiledigi diger bir yolak da beyin sagligi ve fonksiyonlari i¢in hayati
Ooneme sahip karmasik bir siireg olan glutatyon metabolizmasi yolagidir. Glutatyon,
glutamat, sistein ve glisin gibi viicutta dogal olarak bulunan, {i¢ amino asitten olusan bir

tripeptittir ve oldukga gii¢lii bir antioksidandir. Beyin, siirekli olarak reaktif oksijen tiirleri
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ve reaktif nitrojen tiirleri gibi serbest radikaller tiretir. Bu radikaller, DNA, proteinler ve
lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar vererek oksidatif strese yol agar. Glutatyon, bu
serbest radikalleri dogrudan noétralize ederek hiicreleri hasardan korur (Dringen R., 2000).
Bulunan metabolitler arasinda 16.6 katlanma degerine ve 2.23115¢e-11 P degerine sahip
piroglutamik asit glutamin amino asidinin bir tiirevidir. 5-0kso pirolin olarak da
adlandirilmaktadir. Gama glutamil dongiisii sirasinda ortaya ¢ikar ve yeniden glutamata
dontstiiriilerek yeni glutatyon sentezinde kullanilabilir (Kumar ve Bachhawat; 2012)
Grioli ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada deneklere 60 giin boyunca piroglutamik asit
verilmis ve pleaseboya kiyasla dgrenmelerinde iyilesme olduklarini kanitlamislardir
(Grioli ve ark., 1990). Yine Drago ve ark. siganlarin 6grenme ve hafiza kapasiteleri
izerine yaptiklar bir ¢aligmada piroglutamik asidin yasli siganlarda 6grenme ve hafiza
kapasitelerini iyilestirmesi bakimindan aktif bir bilesik oldugunu kanitlamiglardir (Drago
ve ark., 1988)

0.0049428’lik P degeriyle histidin metabolizmas1 da dikkat ¢eken diger bir
yolaktir. Histidin, histamin Onciistidiir. Histamin ise uyaniklik, dikkat ve 6grenmede rol
oynayan bir néromodiilatordiir (Dere ve ark., 2010). Histidin metabolizmasinin degisimi,
pirasetamin bu ndromodiilator sistemler araciligiyla bilissel iyilesmeye katkida
bulunabilecegini gosterebilir. Alvarez bir arastirmasinda histaminin 6grenme ve hafiza
gibi karmasik siireglerde rol oynayabilecegine dair kanitlardan bahsetmistir (Alvarez,
2009).

Yapilan metabolom analizi sonucunda ROC egrileri incelendiginde biyobelirteg
olabilecek 3 adet metabolit tespit edildi. Bunlardan ilki oldukga yiiksek bir AUC degerine
(0.926 ) sahip olan pikolinik asittir (PA). Triptofan amino asidinin metabolizmasi
sirasinda olusan pikolinik asit son zamanlarda beyin saglhigi ve 6grenme iizerindeki

potansiyel etkileri ile dikkat ¢cekmektedir (Alghareeb ve ark., 2025). Ancak, pikolinik
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asidin dogrudan bilissel performansi artirdigina dair kapsamli ve kesin insan ¢alismalari
hala sinirlidir. Pikolinik asit; ¢inko, demir, bakir ve manganez gibi esansiyel mineralleri
selatlama kapasitesi oldukca yiliksek oldugundan bu minerallerin bagirsaklardan
emilimini artirir (Savita ve ark., 2023). Bu minerallerden ¢inko noérotransmitterlerin
sentezi ve salimiminda, sinir hiicresi bliylimesinde ve sinaptik plastisitede merkezi bir rol
oynar (Sandstead ve ark., 2000). Demir ise beynin enerji iiretimi ve oksijenlenmesi i¢in
hayati Oneme sahiptir ve eksikliginde dikkat eksikligi ve biligsel yavaglama
goriilmektedir. Pikolinik asit bu hayati minerallerin beyne taginimini kolaylastirarak
biligsel fonksiyonlar ve 6grenme {lizerinde dolayli olarak etki gosterebilir. Ayrica PA’nin,
kinolinik asit (KA) iiretimini inhibe ettigi bildirilmistir. Bu da PA’nin noroprotektif
etkisini agiklayabilir ¢iinkii KA beyinde inflamasyon ve oksidatif strese neden olabilen
norotoksik bir ajandir (Savita ve ark., 2023). Ek olarak pikolinik asit, beyin ile arasinda
yakin bir iliski olan bagisiklik sistemi iizerinde modiile edici etkilere sahip olabilir.
Beyindeki saglikli bir bagisiklik tepkisi, néronlarin korunmasina ve optimal ¢aligmasina
yardimci olabilir. Bu da pirasetamin biligsel islev lizerindeki etkilerine yeni bir yaklagim
getirmektedir.

Biyobelirte¢ olabilecek diger bir metabolit 0.813 AUC degerine sahip D-
aspartattir. D-Aspartat, merkezi sinir sisteminde bulunur ve ndrotransmitter olarak islev
gorebilir. Ozellikle NMDA reseptorleri ile etkilesime girerek sinyal iletiminde rol
oynayabilir (Errico ve ark., 2018; Ota ve ark., 2012). Bu reseptorler yukarida da
bahsedildigi gibi hafiza olusumu ve 6§renme gibi bilissel siireclerde kritik 6neme sahiptir.
D-Aspartat, yeni bilgilerin 6grenilmesi ve hafizanin pekistirilmesi i¢in hayati 6neme
sahip olan sinaptik iletimde de gorevli olabilecegi ifade edilmistir. Sinaptik iletim,
noronlar arasindaki iletisimde temel rol oynar ve sinapslarin giiclinii ve verimliligini

degistirebilme yetenegidir (D’Aniello ve ark., 2011). Bazi arastirmalar, D-Aspartatin
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sinir sistemi iizerinde olumlu etkiler yaratarak zihinsel odaklanmayi artirabilecegini ve
daha iyi hafiza ve konsantrasyon saglayabilecegini gostermektedir. Topo ve ark.
yaptiklar1 bir ¢alismada oral yoldan D-aspartat verdikleri siganlarin Morris su labirent
sisteminde gizli bir platform bulma konusundaki bilissel yeteneklerini gelistirdigini

kanitlamiglardir (Topo ve ark., 2010). Ancak bu konudaki bilimsel kanitlar heniiz tam

olarak gii¢lii degildir ve daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Bir diger biyobelirteg ise 0.659 AUC degerine sahip ve beyin metabolizmasi ve
ogrenme fonksiyonlari iizerinde 6nemli etkilere sahip oldugu diisiiniilen bir aminoasit
olan L-arjinindir. Bu etkileri ise NO iretimi ve antioksidan 6zellikleriyle baglantili
olabicegi diisiiniikmektedir. L-arjinin, beyindeki nitrik oksit sentaz enzimi i¢in temel bir
substrattir ve nitrik oksit olusumunun 6nciistidiir(Moncada ve Higgs., 1993). Nitrik oksit,
beyindeki kan damarlarinin genislemesini saglayarak beyin kan akisini diizenler. Daha
1yi kan akisi, beyin hiicrelerine daha fazla oksijen ve besin ulagmasi anlamina gelir, bu da
biligsel fonksiyonlar, 6grenme ve hafiza i¢in hayati 6nem tasir. Bu da Al-Kuraishy ve ark.
yaptiklar bir ¢aligmada pirasetamin kan akigini artirdigr yoniindeki teorilerini destekler
niteliktedir (Al-Kuraishy ve ark., 2025). NO ayrica beyinde bir sinyal molekiilii olarak
gorev yaparak sinaptik plastisitede rol oynar. Sinaptik plastisite ise yukarida bahsedildigi
gibi 6grenme ve hafiza olusumu igin temel bir mekanizmadir. L-arjininin NO tiretimi
yoluyla sinaptik plastisiteyi destekleyerek 6grenme ve hafiza siireclerini iyilestirebilecegi

diisiiniilmektedir. L-arjinin ve NO’nun ¢esitli norobiyolojik siire¢lerde 6nemli roller
oynadigina dair giderek artan kanitlar bulunmaktadir (Dzolji¢ ve ark., 2015). Nitekim;
Mone ve ark. hipertansif yasl yetiskinler izerinde yaptig1 bir ¢aligmada L-Argininin
bilissel bozuklugu 6nemli 6lgiide iyilestirdigi sonucuna varmiglardir (Mone ve ark.,
2022). Yi ve ark. L-arjininin norotransmisyon, nérogenez ve ndroplastisite ve serebral

kan akisinin diizenlenmesi de dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerde

84



rol oynayan temel bir amino asit oldugunu yaptiklar1 ¢alisma ile kanitlamiglardir (Yi ve
ark., 2008). Okere ve arkadaslarinin fareler tizerinde yaptig1 bir ¢alismada nitrik oksitin
digsal uygulanmasinin feromona 6zgii koku hafizasini artirdigi sonucuna varmislardir
(Okere ve ark., 1996). Yanagihara ve ark. kediler iizerinde yaptigi bir ¢alismada
serebellumdaki NO'nun motor 6grenmede kilit bir rol oynadig1r sonucuna varmiglardir
Yanagihara ve Kondo, 1996). Hawkins ve ark. yaptiklar1 derlemede NO'nun ndronal
plastisitede rol oynayarak beyincik ve hipokampiis gibi farkli beyin bolgelerinde ¢esitli
Ogrenme tiirlerine katkida bulundugunu kanitlayan ¢aligmalar1 sunmuslardir (Hawkins ve

ark., 1998).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, pirasetamin farmasédtik formulasyonda (NOOTROPIL) miktar
tayini i¢in UV-Gor. Bolge Spektrofotometrisi ve 1. Derece Tiirev Spektrofotometrisi
olmak tizere iki farkli spektrofotometrik yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. Her iki
yontemin de farmasdtik analizler i¢in gerekli olan yiiksek geri kazanim kriterlerini
karsiladig1 goriilmektedir. 1. Derece Tiirev Spektrofotometrisi, geri kazanim verilerindeki
cok diisiik standart sapmalarla dikkat ¢ekerek, bu parametrede iistiin bir performans
sergilemektedir. Gelistirilen yontemler, tablet formiilasyonlarinin yani sira, Pirasetam
iceren diger farmasotik dozaj formlarinin (6rnegin enjeksiyonluk soliisyonlar, suruplar)
analizi i¢in de giivenle uygulanabilir. Ayrica yontemin karmasik olmamasi, tampon
kullanimi gerektirmemesi, basit ve hizli olmasi nedeniyle birgok laboratuvarda kolaylikla
uygulanabilir.

Gelistirilen LC-MS/MS yonteminde elde edilen verilere bakilarak pirasetamin
hem standart ¢ozeltilerde hem de insan plazmasinda gelistirilen analitik yontemin bagarili
bir sekilde valide edildigi goriilmektedir. Yontem genis bir konsantrasyon araliginda
yiiksek dogrusallik, kabul edilebilir dogruluk, miikemmel bir kesinlik ve yeterli geri
kazanim gostermektedir. Bu yontem farmakokinetik ¢aligmalar, terapotik ilag takibi veya
adli toksikoloji gibi biyolojik drneklerde pirasetamin gilivenilir bir sekilde miktar tayini
icin kullanilabilecegini gostermektedir. Gelistirilen yontem sadece plazmada degil idrar,
BOS gibi diger biyolojik sivilarda da valide edilerek uygulama alan1 genisletilebilir.

Calismamiz pirasetamin insan plazmasinda g¢esitli metabolik ve biyokimyasal
yolaklar tizerindeki etkilerinin kapsamli bir analizini sunmaktadir. Elde edilen veriler
pirasetamin etki mekanizmasina dair soru isaretlerine kanitlar sunmakta ve yeni
yaklasimlar getirmektedir. Pirasetam 6zellikle norotransmitter metabolizmasi (glutamat,

histidin, tirozin), enerji metabolizmast ve antioksidan sistemler (glutatyon
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metabolizmasi) gibi bilissel islevler i¢in kritik olan ¢esitli metabolik yollar
etkilemektedir. Calisma sonucunda elde edilen veriler alanin-aspartat-glutamat
metabolizmasinin en belirgin sekilde etkilendigini gostermektedir ki bu da pirasetamin
noroplastisite ve hafiza siireglerinde dogrudan bir rol oynayabilecegi fikrini destekler ve
pirasetamin etki mekanizmasini glutamat ve diger norotransmitter maddelerin salinimina
bagli olduguna dayandiran ¢alismalara kanit sunar. Pirasetam kullanimindan sonra L-
arjinin seviyesindeki artig NO sentezini tetikler. Nitrik oksit ise kan akis1 diizenlemesi ve
sinaptik plastisitede 6nemli bir sinyal molekiiliidiir. Bu yolun degisimi, nitrik oksit
olusumuna bagli olarak pirasetamin beyindeki kan akisini ve sinaptik baglantilari
lyilestirme potansiyeline sahip olabilecegini akla getirebilir. Glutatyon, giiclii bir
antioksidandir ve oksidatif stresten hiicreleri korur. Beyin ise yiiksek metabolik hizi
nedeniyle oksidatif strese karsi hassastir. Glutatyon metabolizmasimnin pirasetam
tarafindan etkilenmesi, beyin hiicrelerinin korunmasina ve boylece optimal bilissel islevin
slirdiirilmesine yardimci olabilecegini disiindiirebilir. Literatiirden farkli yeni bir
yaklasim olarak pirasetamin biligsel islev iizerindeki pozitif etkilerinin pikolinik aside
bagli olabilecegi sonucuna ulasilmistir. Kontrol grubuna kiyasla ilag¢ verilen gruplarda
belirgin sekilde artis gostermesi ve yapilan son ¢alismalarda pikolinik asidin beyin saglig
tizerine etkileri bu teoriyi destekler niteliktedir. Bu calisma hedeflenmemis metabolomiks
olarak planlanmistir. Ilerleyen zamanda biyobelirte¢ olarak belirlenen metabolitleri ve
anlamli sekilde etkilenen yolaklarda rol oynayan metabolitleri hedef alan metabolomiks
caligma planlanarak elde edilen veriler giiglendirilebilir. Sonug olarak elde edilen veriler
pirasetamin etki mekanizmalarina dair soru isaretlerini aydinlatmistir ve yeni yaklagimlar

getirmistir.
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