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Tiitiine Ozgii Kanserojen Nitrozaminlerin Biyolojik Orneklerde Tayini icin
Kullamlan Analitik Y éntemlerin incelenmesi
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One Cikanlar

« Tiitiine 6zgii nitrozaminlerin (TSNA) tiimor ve kanser gelisimindeki rolii tam olarak anlagilamamustir.
« Farkli biyolojik 6rneklerde TSNA analizi ile farkli organlardaki metabolik aktivasyonlari konusunda 6nemli bilgiler elde edilebilir.
*Eser diizeyde analizine imkan veren metotlar, tiitiin kaynakh kanser tiirlerindeki arastirmalara destek olur

Makale Bilgileri Ozet

Tiitiine 6zgii nitrozaminler (TSNA) nikotinin kimyasal reaksiyonlart sonucu olugmaktadir ve ¢ogu
Gelis: 11.04.2021 kanserojendir. Biyolojik orneklerde bu nitrozamin miktarlarimn takibi, hastalik ve kanser riski i¢in onemli
Kabul: 09.05.2021 bilgiler saglayabilir. Ancak, TSNA’larin biyolojik éGrneklerdeki konsantrasyonlarmmin diisiik olmast ve

orneklerde matris etkisinin fazlaligi hassas ektraksiyon ve analiz yontemleri gerektirmektedir. Bu ¢alisma, su
anda mevcut olan yontem ve kullanilan cihazlara genel bir bakis agisi sunmaktadir. Ayrica, farkll biyolojik
Anahtar Kelimeler matrislerde TSNA olgen ¢esitli calismalar i¢in analitik prosediirlerin kapsaml bir ozetini saglamaktadir. Her
yontemin avantaj ve dezavantajlarimin yam sira biyolojik orneklerdeki analitik zorluklar da ¢alismada

TSNA, o S ; M .
. U vurgulanmig ve bunlarin giderilmesi i¢in benimsenen yaklagimlar tartisilmistir. Geleneksel yontemlerin

Biyolojik ornek, R . -

LC-MS yaminda yeni gelistirilen nanomalzemeler ve biyosensorler de ¢alismada sunulmustur.

Investigation of Analytical Methods Used for the Determination of Tobacco-Specific Cancerogen
Nitrosamines in Biological Samples

Highlights

« In tumor and cancer development, the role of tobacco-specific nitrosamines (TSNA) is not fully understood.
» By TSNA analysis in different biological samples, can be obtained important information about metabolic activation in different organs.
» Methods that allow for trace-level analysis support research in tobacco source cancer types.
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Tobacco specific nitrosamines (TSNA) are formed by chemical reactions of nicotine and most of them are
carcinogenic. It has been demonstrated that the monitoring of these nitrosamine amounts in different types of
Received: 11.04.2021 biological samples can provide important information about disease and cancer risk. However, the low
Accepted: 09.05.2021 concentrations of TSNAs in biological samples and the excess matrix effect in the samples, require sensitive
extraction and analysis methods. This study has been provide an overview of the currently available methods
and devices. The review also provides a comprehensive summary of analytical procedures of various studies

Keywords measuring TSNA in different biological matrices. In addition to the advantages and disadvantages of each
TSNA, method, analytical difficulties in biological samples were also highlighted in this study and were discussed
Biological sample, the approaches adopted to overcome them. In addition to traditional methods, newly developed nanomaterials
LC-MS and biosensors are also presented in this study.
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1. GIRiS

Nikotinin kimyasal reaksiyonlar sonucu olusturdugu tiitline 6zgii nitrozaminlerin (TSNA) c¢ogu
kanserojenik olup, yapilan epidemiyolojik caligmalar ile tiimoér olusumunu baslattigi bilinmektedir.
Tiitiine 6zgli nitrozaminler sinifinda yer alan bilesikler Cizelge 1’de verilmistir [1]. Uluslararas1 Kanser
Aragtirma Ajansina (IARC) gore NNK ve NNN Grup 1’de (kanserojenik) yer almaktadir [2].

Cizelge 1. TSNA sinifinda yer alan bilesikler

Bilesigin Ismi

Nitrozonornikotin NNN
4-(metilnitrozoamino)-1-(3 piridil)-1-biitanon NNK
Nitrozoanabasin NAB
Nitrozoanatabin NAT
4-(metilnitrozoamino)-1-(3-piridil)-1-biitanol NNAL
4-(metilnitrozoamino)-4-(3-piridil)-1-biitanol izo-NNAL
4-(metilnitrosamino)-4-(3-piridil) biitanoik asit izo-NNAC
4-(N-metil-N-nitrozamin)-4-(3-piridil) biitanal NNA

Kimyasal ve biyolojik ajanlarin canlilarda oksidatif stres ve hiicre hasarina neden oldugu bildirilmistir
[3]. NNN ve NNK ozellikle akciger hastaliklarina, inflamasyona, oksidatif strese, tiimor olusumuna ve
farkli kanser tiirlerine neden olmaktadirlar [4-6]. Nitrozaminler kanserojen etkilerini, DNA (Deoksiribo
Niikleik Asit) bazlarimi alkilleyerek ve DNA’nin yapisim degistiren eklentiler olusturarak
gostermektedirler [7]. Ancak Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC), insanlar ile yapilan kanser
calismalarindan elde edilen yetersiz kanitlar nedeniyle NNK ve NNN’nin belirli organlardaki etkisini
net olarak ifade edememektedir [8]. Bu yiizden bu nitrozaminlerin biyolojik 6rneklerdeki miktar
tayinleri son derece énemlidir. Ornegin, TSNA'larin, patofizyolojik etkileri ve asirt mukus salgilanmasi
ile iliskisini konu alan bir ¢alismada insan solunum yolu epitel hiicrelerinde TSNA'larin sitotoksisitesi
degerlendirilmistir. TSNA'larin mukus salgisi {izerindeki etkisini ve molekiiler mekanizmasini arastiran
bu calismada elde edilen sonuglar ile NAT, NNN, NNAL ve NNK' nin, enflamatuar hava yolu
hastaliklarinda agirt mukus salgilanmasina neden olan sorumlu molekiilleri indiikledigi ileri siiriilm{istiir

[9].

Tiitiin kaynakli kanserojen nitrozaminlere, ayni ortamda bulunarak (pasif igicilik) maruziyet de benzer
etkilere yol agmaktadir. Bu yiizden, IARC pasif iciciligi (second hand smoke) yani sekonder kaynakli
dumant Grupl’de smiflandirmigtir. Nikotin birakmak ig¢in kullanilan iirlinler de bu nitrozaminlere
maruziyete sebep olmaktadir. Ornegin, sigara birakmak icin dnerilen iriinleri kullanan deneklerin idrar
orneklerinde NNN tespit edilmistir [10].

Idrar ve kan gibi yaygin olarak kullanilan biyolojik 6rneklerdeki TSNA’larin analiz yéntemleri, analitik
zorluklara sahip oldugu igin (seyreltme veya eser miktarda bulunma gibi) daha az tercih edilen biyolojik
ornekler icin modifiye edilerek organ ve dokularda spesifik calismalar yapilabilir. Ornegin
akcigerlerden elde edilen bronkoalveolar lavaj sivisi1 veya doku 6rneklerinde akciger kanseri igin risk
faktorii olan tiitine ©Ozgii nitrozaminlerin farmakolojisi ve toksikolojisinde yer alan genlerdeki
varyasyonlar arastirilabilir.

Tirtline 6zgl nitrozaminler ile oksidatif strese ait biyobelirteglerin iliskisi, 6zellikle sigara ve tiitiin
tiriinleri maruziyeti ile olusan oksitatif stres hakkinda énemli bilgiler sunabilir. Ornegin, NNK ve NNN
aracili membran hasari ile reaktif oksijen tiirleri arasindaki iligki, TSNA'larin lipid metabolizmasi
tizerindeki etkisinin anlasilmasina yardimci olabilir. Proteinlerde oksidatif hasar belirteci olan 3-
nitrotirozin ve reaktif oksijen tiirleri ile iliskileri inflamasyon ve tiimdr olusumu mekanizmalarini da
aydinlatabilir. Farkli biyolojik orneklerden elde edilen TSNA smifinda yer alan nitrozaminlerin
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miktarlari ile matematiksel modeller gelistirilerek hastalik tanilar1 siniflandirilabilir ve biyobelirteg olma
potansiyelleri arastirilabilir.

2. BIYOLOJIiK ORNEKLERDE TSNA’LARIN EKTRAKSIYON YONTEMLERI

Biyolojik 6rneklerde matriks etkisi fazla oldugundan, yiiksek polarite ve diisiik molekiil agirligina sahip
TSNA’larin kalitatif ve kantitatif tayini i¢in en énemli islem basamagi ekstraksiyondur. Literatiirde
farkl1 biyolojik 6rnekler igin farkli protokollerin uygulandigi goriilmiistiir. Ornegin, serum drnekleri i¢in
genellikle organik coziiciiler ile tuz ve protein ¢oktiirme, buharlastirma, sivi-sivi ektraksiyon (LLE) ve
kati faz ektraksiyon (SPE) kullanilmistir [11-14].

2.1. Sivi-Sivi Ektraksiyon (LLE)

Karmasik 6rneklerde eser seviyede TSNA'larin ekstraksiyonu ve zenginlestirilmesi i¢in geleneksel
olarak organik ¢oziicii ile sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE) giiniimiizde hala uygulanmaktadir. LLE’de
¢oOziicli olarak siklikla diklormetan (DCM) tek basina veya 2-propanol ile karisim seklinde
kullanilmaktadir [15-17]. LLE’nin en biiyiik avantaj1 diisiik maliyetli olmasidir. Dezavantajlari ise; LLE
i¢in gerekli organik ¢oziiciilerin toksik olmasi, 6rnek ve ¢oziicliniin fazla miktarda kullanilmasi, santrifiij
ihtiyaci, fazla is giicli gerektirmesi ve ektraksiyon siiresinin uzunlugudur. Ayrica ¢6ziicii ¢cesidinin az ve
biyolojik 6rneklerde TSNA kaybinin fazla olmasi da diger dezavantajlarindandir [11].

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada LLE’nin bu dezavantajlarinin giderildigi ve serum gibi karisik
matriks igeren Orneklere uygulandig bildirilmistir [18]. Calismada 350 pL'lik bir insert viale 40 pL
NaCl-NaOH karisimi ardindan eVol elektronik analitik siringa kullanilarak 150 pL metil tert-butil eter
(MTBE)-i¢ standart ¢ozeltisi ve 10 uL serum eklenmigtir. Flakon daha sonra hizlica kapatilarak giiglii
bir sekilde calkalanmig ve vorteks ile karistirildiktan sonra iistte kalan organik fazdan 12,5 puL otomatik
ornekleyiciye yerlestirilmistir. Ornek hazirlama prosediiriine ait sema Sekil 1’de gosterilmistir [18].

Otomatik
10 uL 10M NaOH _ o

drneldeyici ignesi

=+
30 pL Tuz
+ 12,5 L
150 pL MTBE enjeksivon
+
10 pLserum Grnedi
l MTBE tabakast
L_. 3 Sulu faz

Sekil 1. Ornek hazirlama semast [18]

Calismada ayrica TSNA’larin sivi sivi ektraksiyonu igin siklikla kullanilan DCM ve MTBE ile etil
asetatin ektraksiyon verimleri de test edilmistir. MTBE'nin, analitleri ektrakte etmedeki veriminin daha
yiiksek oldugu ve matriks girisimlerini en aza indirgedigi kanitlanmistir. Yontem gelistirme sirasinda
test edilen organik ¢oziiciiler hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi (HILIC) ile uyumlu oldugundan
ekstraktin kromatografik sistem iizerine dogrudan enjeksiyonu saglanmistir. Ekstraksiyon verimliligi,
sulu faza eklenen NaOH ve NaCl'nin birlesik etkisiyle daha da artirilmis ve es zamanli olarak analit
tuzlarinin daha fazla ¢6ziinen organik serbest bazlara doniistiiriilmesi saglanmigtir. Tiim numune
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bilesenleri (serum, tuzlu su-NaOH ve MTBE-IS) ekstraksiyon islemi sirasinda ince bir emiilsiyon
olustursa da sulu ve organik tabakalar ¢alkalama ve karistirmanin durmasindan 1 dakika sonra faz ayrimi
olmus ve boylece Ornekleyiciye yerlestirmeden Once santrifiije gerek kalmamustir. EKtraksiyon
isleminde az miktarda kullanilan MTBE’nin ugmasini engellemek icin de bazi ¢aligmalar yapilmistir.
Otomatik oOrnekleyici flakon kapaginin dikkatlice sikilmasiyla oda sicakliginda ve otomatik
ornekleyicide saklanan numune karistmini (serum, tuzlu su-NaOH, MTBE) iceren ii¢ sisenin agirligt
karsilastirilmis ve 24 saatlik bir siire icinde organik ¢oziicii kayb1 gozlenmemistir (maksimum gozlenen
kayip yaklasik %0,2). Bununla birlikte, enjeksiyon isleminde delindikten sonra, flakon septanin
buharlagma kayiplarina izin vermeye daha yatkin oldugu fark edilmis ve otomatik drnekleyicide sicaklik
10 °C'de sabitlenmistir. Bu sekilde aliman Onlemler ile ¢oziicliniin buharlasmasi kaynakli analit
konsantrasyonunda meydana gelebilecek degisikliklerin de 6niine gegilmigtir [18].

2.2. Desteklenmis Sivi Ekstraksiyon (SLE)

Biotage tarafindan bildirilen uygulama notunda, idrar, serum, plazma ve kan numunelerinde nikotin ve
metabolitlerinin ekstraksiyonu i¢in desteklenmis s1vi ekstraksiyon (SLE) kullanilmigtir. Plakadan DCM:
izopropanol (95:5, v/v, 1 mL) ayrstirilan elient HCl ile asitlendirilmistir. Bunun sebebi de
buharlastirma igleminde nikotin kaybin1 azaltmak olarak bildirilmis [19]. Ancak serum ile yapilan farkli
bir LLE calismasinda asitlendirme islemi istenilen verimi saglamadig1 i¢in kullanilmamistir [18].

2.3. Kat1 Faz Ektraksiyon (SPE)

LLE islemin fazla iggiicii ve zaman gerektirmesi gibi sorunlar SPE’ nin daha yaygin kullanilmasina
sebep olmustur. Son zamanlarda sorbent seciminin esnekligi ve diisiik organik ¢oziicii tiikketimi
nedeniyle SPE, LLE 'ye miikemmel bir alternatif olmustur. TSNA'larin ektraksiyonu i¢in kullanilan SPE
yonteminde ters faz veya iyon degistirici inorganik silika bazli ve organik polimer bazli malzemeler
sorbent olarak kullanilmistir [15,20].

Idrar 6rnekleri ile yapilan bir calismada &rnekler online kati faz ekstraksiyon (SPE) ile direk analiz
edilmis ve analiz siiresi 19 dakika olarak rapor edilmistir [21]. Ayrica sigan idrar 6rnegi ile yapilan bir
calismada kullanilan SPE yontemi, basit ve kisa siiren islem prosediirii, yiiksek verim ve ayni anda ¢ok
saylda ornege uygulanabilir olmasi ile diger mevcut yontemlere gore avantajlar sunmustur [22].

Plazma gibi biyolojik 6rneklerde maktriks etkisi ¢ok oldugundan SPE ile TSNA ektraksiyonunda
istenilmeyen maddelerin analite karismamasi i¢in sorbent se¢imi ¢ok dnemlidir. Yapilan bir calismada
tetraazacalix [2] aren [2] triazinle modifiye edilmis silika jel (NCS) bazli yeni bir sabit faz
sentezlenmistir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nitrobenzen, organik bazlar, fenoller ve inorganik
anyonlar gibi bilesiklerin, NCS sabit fazinda iyi ayrildig: bildirilmistir [12]. NNK, NNN, NAT, NAB
ve NNAL gibi molekiiller i¢in hidrofobik, hidrojen bag1 ve n- m gibi etkilesimlerin, NCS iizerindeki
triazin halkalar1 ile piridil ve N-nitrozo gruplari arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Bu yiizden, NCS
SPE sorbentinin, dort TSNA ve NNAL"'!m ayn1 anda ekstraksiyonu i¢in yiiksek bir segicilik ve yiiksek
bir zenginlestirme gosterebilecegi diislinlilmiistiir. Optimum kosullarda NCS sorbenti kullanilarak
yapilan SPE sonrasi analizler LC/MS/MS ile yapilmig ve yontem valide edilmistir. Caligmada ayrica
C18 de sorbent olarak kullanilmis ve geri kazanim degerleri NCS sorbent ile karsilagtirilmistir. 20
pg/mL konsantrasyonlarindaki NNK, NNN, NAT, NAB ve NNAL i¢in her iki sorbentteki geri kazanim
ylizdeleri sirasiyla (NCS sorbent; C18 sorbent); (93.2;82.1), (95.2;80.6), (91.4; 78.3), (101.6;84) ve
(93.3; 79.7) olarak bildirilmistir. Eliient olarak sadece metanoliin kullanildig1 yontemde, TSNA'larin
kararliligi saglanmig ve pH degisiminin etkisi onlenmistir. Calismada ayrica plazma matriksi igin
mevcut SPE yontemlerinden ¢ok daha diisitk LOD degerleri sunulmustur [11].

2.4. Kat1 faz ektraksiyon-Molekiiler Baskili Polimer (SPE-MIP)

SPE’de yaygin sekilde kullanilan hidrofobik, iyonik ve polar sorbentler yeterince yliksek secicilik
saglayamaz ise, ornek hazirlama islem siiresinin uzamasi ve diisiik verim gibi olumsuzluklar ortaya
¢ikabilir. Son zamanlarda sorbent olarak kullamimi yayginlasan molekiiler baskili polimerler (MIP),
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hedef analite yiiksek secicilikle baglamak iizere tasarlanmistir ve fazla miktarda ¢apraz bagh polimerler
icerir. Molekiiler baskilama tekniginde, baskilanan molekiiller araciligiyla spesifik tanima bdolgeleri
olusturulmaktadir [23]. Molekiiler baskilama teknigi sema olarak Sekil 2’de verilmistir.

Fonksiyonel monomer
Capraz A F >
baglayict
k ‘ Polimerizasy
ile bask
bosluklanmn
olusumu ¢ Kalip molekiiliin
uzaklasmast
N B Ny
-
L MIP Secici &

., Etkilesim
Sekil 2. Molekiiler baskili polimer [23]

Sorbent malzemesi olarak kullanilan MIP’in avantajlar asagida verilmistir;

Dis etkilere karsi fiziksel ve kimyasal kararliligi olduke¢a yiiksek polimerlerdir,

Mekanik kuvvete dayaniklidir.

Yiiksek sicaklik ve basinca dayaniklidir.

Asit, baz, metal iyonlar1 ve organik ¢oziiciilere karsi dayaniklidir

Saklama 6mrii uzundur.

Polimerlerin performansinda higbir azalma olmaksizin oda sicakliginda birkag yil saklanabilir.

YVVVYVYYVY

MIP'ler, biyolojik o6rneklerde TSNA analizinde gereken tespit smirlarini elde etmek igin idrar
orneklerinde yaygin olarak kullanilmistir [24]. Sigara ig¢enlerin ve igcmeyenlerin idrarindaki toplam
(serbest ve konjuge) NNAL, NNN, NAT ve NAB'In belirlenmesi i¢in idrar ornekleri 6nce [-
glukuronidaz ile isleme tabi tutulmustur. iki SPE adimimin ardindan (énce MIP-SPE, ardindan katyon
degisimli-SPE) analizleri LC/MS/MS ile gerceklestirilmistir [25]. Insan sag1 ile yapilan farkli bir
calismada 6rnekler, C18-SPE ve MIP-SPE ile eksrakte edilmis ve ters fazli ultrason destekli dispersif
stvi-s1vi mikro ekstraksiyon (USA-DLLME) ile de zenginlestirilmistir [26].

2.5. Manyetik Kati1 Faz Ektraksiyon (MSPE)

Geleneksel SPE prosediiriinde, difiizyon hizinin yavas olmasi ekstraksiyon siiresini uzattigindan yapilan
bir ¢aligmada yeni bir metot gelistirilmistir. Manyetik kat1 faz ekstraksiyonu (MSPE) yeni bir SPE
yontemi olup sorbent olarak manyetik veya miknatislanabilir bir malzeme kullanilmaktadir. Literatiirde
MSPE’nin, numune hazirlama uygulamasinda ekstraksiyon siiresinin kisa ve islemin kolay olmas1 gibi
avantajlara sahip oldugu bildirilmistir [27]. Ayrica MSPE’de kullanilan farkli malzemelerden yapilmis
sorbentler, yiiksek ekstraksiyon verimliligi de saglamaktadir. Ornegin nikotinin ekstraksiyonu igin
yapilan bir ¢aligmada grafen bazli sorbent kullanilmistir [28].

Manyetik kati faz ektraksiyon galigmalari, grafen bazli malzemelerin TSNA'lar igin yiiksek adsorpsiyon
kapasitesine sahip oldugunu gostermistir [29,30]. TSNA ekstraksiyonu i¢in MSPE kullanilarak yapilan
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bir bagka caligmada sorbent olarak manyetik grafen kompoziti kullanilmistir. Optimize edilmis kosullar
altinda MSPE teknigi, LC/MS/MS ile birlestirerek TSNA tayini i¢in hizli ve hassas bir yontem olmustur.
Onerilen yéntem TSNA analizi icin biyolojik &rnekler igin denenmemis ancak sigara drneklerine
basariyla uygulanmistir [31].

2.6. Nanomateryal Kullanimi

Tiitiin kaynakli kanserojen nitrozaminlerin analizinde son zamanlarda nanomalzemelerin kullanildig:
yontemler gelistirilmektedir. Yaygin olarak kullanilan nanomateryaller; nanopartikiiller, Frimework ve
monolitdir. Nanopartikiiller 1 ile 100 nanometre (nm) arasinda biiyiikliikte partikiillerdir. Kanserojen
analizi i¢in kullanilan nanopartikiil, aktif karbon sorbenttir. Alkaloid konsantrasyonu TSNA'dan bin kat
daha yiiksek olmasina ragmen, benzer molekiiler yapilara sahip olduklar1 i¢cin TSNA ve alkaloidi
(nikotin, nornikotin vb.) ayirt etmek ¢ogu zaman gii¢ olabilmektedir [32]. Bu yilizden karmagik ¢ozelti
icinde eser miktardaki TSNA'y1 ayirt edici bir sekilde yakalamak i¢in TSNA'nin molekiiler yapisi ile
nanopartikiillerin gdzenek boyutu arasindaki uygunluk g6z oniinde bulundurulmus ve adsorpsiyon
tercih edilmistir. Bu amagla kullanilmasi diisiiniilen sorbentin, tercihen NNK'y1 TSNA bilesenleri
arasindan yakalamasi beklenir ¢linkii NNK en giiclii kanserojenlige sahiptir. Bunun i¢inde yeni segici
stvi adsorbanin gerekli oldugu diigiiniilmustiir [33].

Zeolitler ve mezogodzenekli silika, klasik segici adsorbanlar olup, gaz akisindaki ugucu nitrozaminleri
(VNA) segici olarak emebilirler. Bununla birlikte, TSNA'nin sulu ¢ozelti iginde sivi adsorpsiyonu,
VNA'nin gaz halinde adsorpsiyonundan tamamen farklidir. ilk olarak, ¢dziicii olarak kullanilan suyun
adsorpsiyonu, NaY gibi bircok hidrofilik zeolitleri deaktive eder, bu nedenle TSNA'nin sivi
adsorpsiyonunda sadece ZSM-5 gibi bazi hidrofobik zeolitler kullanilabilir. ikinci olarak, TSNA
molekiilii, VNA ile karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksek molekiil agirligina sahiptir [27]. Son
zamanlarda yapilan bir ¢aligmada aktif karbona ilk kez zeolitinkine benzer segici bir adsorpsiyon
kabiliyeti verilmistir. Hindistan cevizi kabugundan yapilan aktif karbonda en uygun mikro ortami
olusturmak igin sorbent ferrik asetat ile doyurularak dikkatlice modifiye edilmistir (Sekil 3). Sonug
olarak, yeni aktif karbon sorbent, nikotin ekstrat1 ¢ozeltisinde bulunan TSNA’larin 1796 ng mL-1
konsantrasyonla %6011 yakalamis ve bugiine kadarki en yiiksek kapasiteyi (222 pg g-1) sergilemistir.
Ayrica, NNK'nin % 98,5'ini yakalamak igin sivi adsorpsiyonunda zeolit benzeri bir segicilik
gostermistir. Ayrica, yeni aktif karbon sorbent tarafindan TSNA’larin ¢6zelti i¢inde bulunan
alkaloidlerden ayirt edilerek adsorpsiyonu kesfedilmis ve bu da yeni segici sorbentlerin gelistirilmesi
icin degerli bir ipucu saglamistir [33]. Zeolitin bu yeni 6zelliklerinin anlasilmasi yeni ve ¢ok yonli
malzemelerin tasarimi ve gelistirilmesi i¢in 6nemli bir adim olmustur.

o' 1( @ TSNA
‘- '»: >

..
049, 1> Alkoloid

6o |

Yeni aktif karbon
secici sorbent

.

Sekil 3. Ferrik oksit modifikasyonu ile TSNA adsorpsiyonu [33]
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Yapilan ¢aligmada, TSNA'ya uyan nanopartikiiliin seciciligi ne kadar yiiksek ise, ektraksiyon ylizdesinin
de o kadar arttig1 ve 6rnekte daha az TSNA kaldigr goriilmiistiir [33]. Ayrica farkl bir galigmada demir
oksit eklenmesiyle, karbon sorbentin gézenek boyutunun degistirilebilecegi ve hedef analit i¢in daha
uygun hale gelebilecegi, boylece TSNA ekstraksiyonunun veriminin de artabilecegi bildirilmistir [32].
Mezogozenekli silikanin yiiksek kapasitesinin ve mikro gézenekli zeolitin segiciliginin birlestirerek yeni
bir islevsel malzeme kullanilan bir ¢alisma da yapilmistir. Kullanilan mezog6zenekli silika SBA-15 ile
%358 oraninda NNK seciciligi saglanmistir [28].

Termodinamik ¢alismalar, NNK'nin grafen aerojel iizerine adsorpsiyon siirecinin kendiliginden ve
ekzotermik oldugunu gostermistir. NNK'min sulu ¢ozeltiden c¢ikarilmast igin grafen aerojeli
adsorpsiyonunun kullanildigi bir ¢alismada adsorpsiyon igin en elverigli kosullar yiiksek pH ve diisiik
sicaklik olarak bildirilmistir. Calismada ayrica NNK'nin grafen aerojeli iizerindeki adsorpsiyon
mekanizmasinin -1 dagilim etkilesimi yoluyla oldugu ve adsorpsiyon verimliliginin -NO; fonksiyonel
gruplarinin varligi ile arttigi sonucuna varilmistir. NNK molekiiliinde bulunan piridin halkasi, n- &
dagilim etkilesimini kolaylastirmaktadir. Caligmada grafen aerojelin NNK emme kapasitesi i¢in geri
dontisiim performansi da degerlendirilmis ve alti dongii deneyi yapilmistir. Ayni deneysel kosullar
altinda, grafen aerojelinin adsorpsiyon kapasitesinde belirgin bir azalma olmamistir. Eliient olarak
metanol sulu ¢ozeltisinin kullanildig1 6 dongiiden sonra bile, NNK adsorpsiyon kapasitesinin %90'indan
fazlas1 korunarak etkili bir adsorpsiyon performansi elde edilmistir [34].

Gelecekteki ¢aligmalar i¢in, nanomalzemeler, tiitiin kanserojenlerini analiz etmede biiyiik potansiyeller
gosterdi, clinkil bunlar, karmagsik problemleri ¢cozmede ve kimyasal analiz ve algilama kabiliyetini
genisletmede daha fazla islev ve etki i¢in potansiyel olarak daha da gelistirilebilecek yeni alanlar oldular.
Nanomalzemelerin 6zel 6zelliklerinden dolayr performanslarmin kesinligi saglanir. Hedeflenen ve
hedeflenmeyen metabolomik g¢aligsmasinin kombinasyonuyla birlikte, ekipman ve kimyasal analiz
yontemindeki gelismeler yeni kesifler bekliyor.

3. BIYOLOJIK ORNEKLERDE TSNA’LARIN ANALiZ YONTEMLERI

3.1. Sivi Kromatografisi ile Analiz

S1v1 kromatografisi (LC), genellikle polar ve kaynama noktas1 yiiksek olan bilesikler i¢in gliclii bir
teknik olarak kabul edilmekte ve nitrozaminlerin analizlerinde ultraviyole (UV) ve kiitle spektrometresi
(MS) ile birlikte kullanilmaktadir. Giiniimiizde biyolojik 6rneklerde TSNA tayininde genellikle
LC/MS/MS teknigi kullanilmaktadir.

3.1.1. Biyolojik érneklerde LC/UV ile yapilan ¢aliymalar

NNK tayini i¢in LC/UV ile gelistirilen yontemde NNK’mn yapisinda bulunan karbonil grubu enzim
yardimiyla indirgenmis ve olusan NNAL metaboliti, izokratik eliisyon ile 230 nm’de 6l¢iilmiistiir.
Yontemin algilma limiti (LOD) de 3,2 ppb olarak bildirilmistir [35].

3.1.2. Biyolojik érneklerde LC/MS/MS ile yapilan ¢alismalar

Idrar 6rneginde NNK ve NNAL" aym anda dlgmek icin LC-tandem MS/MS ile hassas ve segici bir
yontem gelistirilmis ve online kati faz ekstraksiyon (SPE) ile analiz siiresi toplam 19 dakika olarak
bildirilmistir. Yontemin LOD degerleri, NNK ve NNAL igin sirasiyla 0,13 ve 0,19 pg olarak bulunmus
olup, 101 sigara igcen ve 40 igmeyen kisiden alinan idrar drneklerinde NNK bulunmamuistir. Sigara
icenlerin tamamina ait idrar 6rneklerinde serbest NNAL (0,10 + 0,09 ng/mg kreatinin) ve toplam NNAL
(0,17+0,14 ng/mg kreatinin) saptanmistir. Bu ¢calismada NNAL miktariyla idrarda bulunan metillenmis
DNA lezyonlar arasinda yiiksek oranda iligki bulunmustur. Ayrica NNAL tayininin tiitiin dumanina
maruz kalmaktan kaynakli kanser riskini dogrulamaya yardimci olabilecegi gosterilmistir [21]. Kat1 faz
ekstraksiyonu (SPE) ve molekiiler baskili polimer (MIP) kolonlart kullanilarak ektraksiyonu yapilan
idrar 6rneklerinde NNK, NNN, NNAL, NAT ve NAB analizi yapilmistir. Yontem i¢in 5 mL idrar 6rnegi
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kullanilmig ve MIP kolon hazirlig1 igin 48 saat, kromaografik analiz iginde 14 dakikalik ¢alisma siiresi
harcanmigtir. Valide edilen yontem 50 sigara kullanan ve 30 sigara kullanmayan kisilerin idrar
orneklerine basarryla uygulanmistir [20]. Idrar 6rnekleri ile yapilan baska bir calismada toplam
NNAL'm belirlenmesi i¢in molekiiler baskili polimer (MIP) kolon kullanilarak gelistirilen analitik
yontem valide edilmistir. MIP kolon ekstraksiyonu ve LC/MS/MS kombinasyonu ile gelistirilen
yontemin LOD degeri 0,30 pg/mL ve analiz siiresi 6 dakika olarak bildirilmistir. 36 sigara igmeyen ve
207 sigara igen kisinin idrar ornekleri ile yapilan ¢aligmada, sigara i¢enlerin idrarinda bulunan NNAL
igmeyenlere gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur [24].

Hamilelik sirasinda sigara kullanmak sadece anne icin degil, gelismekte olan fetiis icin de cesitli
olumsuz sonuglara neden olmaktadir. Birgok caligma, tiitiin dumaninda bulunan kanserojenlerin
plasentaya gectigini ve fetiiste bulundugunu gostermistir. Gerek sigara kullanan gerekse pasif igici olan
annelerin ve bebeklerinin idrar orneklerinde NNAL 6l¢iimlerine dayanarak tiitiine 6zgii kanserojen
nitrozaminlere dogum &ncesi maruziyeti belirlemek i¢in bir ¢caligma yapilmistir. Sigara igen annelerin
idrar ornekleri ve yeni dogan bebeklerinin ilk idrarlarinda NNAL miktarint belirlemek i¢in bir ¢aligma
yapilmstir. Ornekler LLE sonrast LC/MS/MS’e verilmis ve yontemin LOD degeri NNAL icin 5 pg/mL
olarak bildirilmistir [16]. Idrar 6rneklerinde NNAL'"1 6l¢mek icin yapilan farkli bir calismada API 3000
triple quadruple MS ve SPE ile birlestirilmis LC sistemi kullanilmistir. 250 uL idrar 6rneklerinin
kullanildig1 yontemde LOD degerleri NNK i¢in 20 pg/mL, NNAL i¢in ise 10 pg/mL olarak bulunmus
ve kromatografik analiz siiresi 20 dakika olarak bildirilmistir [36].

Elektronik sigara (e-sigara) kullanicilarindan yayilan aerosole pasif olarak maruz kalan sigara igmeyen
kisilerde NNAL diizeylerini degerlendirmek i¢in bir ¢alisma yapilmistir. Calismada, 25'i evde sigara
icenlerle, 6's1 e-sigara kullanicilaryla ve 24 sigara kullanmayanlarla birlikte yasayan toplam 55
kisiden idrar 6rnekleri alinmig ve LC/MS/MS ile analiz edilmistir. Y dntemin kantitatif tayin sinir (LOQ)
0,25 pg/mg olarak bildirilmistir [37].

NNK ve NNAL’1n es zamanh tayini i¢in UFLC/MS/MS (Ultra Fast) ile yontem gelistirilmis ve sigan
idrarina uygulanmistir. Idrarda NNK ve NNAL’m kantitatif tayininde Evolute® Express CX 96
kullanilarak 150 pL diisiik numune hacmi ve 7.1 dakikalik kisa kromatografik calisma siiresi
bildirilmistir. Yontemin LOD degerleri NNK ve NNAL igin sirastyla 70 ve 3 pg/mL.olarak saptanmistir
[22].

TSNA miktarlar1 ile kanser tiirleri arasinda en uygun belirteci bulmak i¢in yapilan bir ¢caligmada tiikiiriik
ornekleri kullamlmistir. Ornekler, DCM/izo-propanol karisimi ile LLE isleminden sonra LC/MS/ MS
ile analiz edilmistir. Gelistirilen yontemin LOD degerleri, NNN, NNK ve NNAL i¢in sirasiyla 1,2 ve
0,5 pg/mL olarak bulunmustur [17].

Sa¢ orneklerinde NNK miktarinin izlenmesi, 6zellikle sigara igmeyen popiilasyonda, pasif icicilige
(SHS) maruz kalan bireylerde kanserojen riski igin iyi bir gosterge olabilecegi diisiincesi ile bir ¢alisma
yapilmistir. Sigara kullanmayan 48 goniilliiniin sa¢ 6rnekleri DCM ile ultrasonik ektraksiyonda tutulmus
ve DCM/2-proponal (75:25) ¢6ziicti karisimi kullanilarak LLE ile NNK ektsrakte edilmistir. Organik
faz azot gazi altinda ugurulduktan sonra ACN/metnol (95:5) ilavesi ile analizler LC/Tandem/MS’de
yapilmistir. Numune miktarlar1 5 ve 50 mg arasinda degisen miktarlarda analiz edilmis ve kantitatif
tayin siir1 (LOQ) degerlerinde anlamli bir farklilik bulunmamustir. Sa¢ 6rneklerinde TSNA sinifinda
calisabilecek en uygun nitrozamin NNK olarak bildirilmistir [17]. Sa¢ numunelerinde NNAL analizinin
de kanser riski degerlendirmesi ve tiitiine maruziyetle ilgili kanser 6nleme g¢aligmalarina yardimet
olabilecegini diisiiniilmiis ve tayin i¢in yeni bir yontem gelistirilmistir. Caligmada sigara kullanan
deneklerin sa¢ ornekleri alinmigtir. Sa¢ numunesi, NaOH ¢dzelti ile isleme tabi tutulduktan sonra C18
SPE ve SPE-MIP ile ektrakte edilmistir. Ilaveten %1 sulu formik asit i¢inde ters faz ultrason destekli
dispersif sivi-sivi mikro ekstraksiyon (USA-DLLME) ile daha da zenginlestirilmistir. Ornekler en son
LC/MS/MS ile analiz edilmistir. Gelistirilen yontemin NNAL i¢in LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,08
ve 0,24 pg/mg sa¢ olarak bildirilmistir [26].
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Serumda NNN ve NNK’nin es zamanl kantitatif analizi i¢in yeni ve oldukga hassas izotop seyreltme
ultra yiiksek basingli (UPLC) hidrofilik etkilesim sivi kromatografisine (HILIC) bagl tandem kiitle
spektrometresi HILIC-UPLC-MS/MS yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Yontemde, analitleri
serumda bulunan endojen bilesiklerden ayirmak icin "tek kapta" LLE yapilmis ve sadece 10 pL serum
veya plazma numunesi kullanilmustir (Sekil 7). HILIC, polar ve iyonik bilesiklerin tutulmasini arttirdig
icin ters faz kromatografisine gore daha iyi bir kromatografik ¢coziiniirliik saglamaktadir. HILIC'in diger
bir avantaji, protein ¢okeltme, LLE ve diger saflastirma tekniklerinde kullanilan organik ¢oziiciilerin
kromatografik sistem iizerine dogrudan enjeksiyon imkaninin olmasidir. HILIC'in elektrosprey-MS'e
(ESI-MS) baglanmasi sirasinda, yiiksek organik igerikli mobil faz eliiatindaki iyon desolvasyonunun
yiiksek etkinligi nedeniyle hassasiyet de artmaktadir [38-42] YoOntemin sagladigi en 6nemli avantaj
yalnizca 10 pL serum gerektirmesidir. Fetal (bovine) sigir serumu ile validasyonu yapilan yontemde
kantitatif tayin siir1 (RSD <%20'ye dayanan LLOQ) NNK i¢in 0,05 pmol (10 pg/mL) ve NNN igin
0,06 pmol (10 pg/mL) olarak bildirilmistir. Yontem kan tiirevli matris igeren sigan serumu, hamster
serumu ve hamster plazmasina da uygulanmis ve farmakokinetik degerlendirmeler i¢in kullanilabilecegi
bildirilmistir [18].

Farkli biyolojik 6rneklerde TSNA’larin tayini icin LC/MS/MS ile gelistirilen yontemlerin LOD
degerleri Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2. Biyolojik orneklerde TSNA larin tayini icin LC/MS/MS ile gelistirilen yontemlerin LOD
degerleri

LOD LOD LOD LOD LOD
NNK NNN NAT NAB NNAL
Matriks pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mg Referans

Idrar 2,6 38 [21]
Idrar 0,30 [24]
Idrar 0,8 0,7 1,1 2,0 [25]
Tikirik 2 1 0,5 [17]
Tirnak 0.02 0,02 [15]
Sag 0,08 [26]
Idrar 0,6 0,6 0,4 0,4 10 [20]
Idrar 20 10 [36]
Idrar 70 3 [22]
Idrar 0,25* [37]
Plazma 1,3 3 0,9 2 3,7 [11]
Idrar 5 [16]
Serum  10* 10* [18]
* LOQ degerleri

3.2. Siiper Kritik Sivi Kromatografisi (SFC) ile Analiz

Stiper kritik CO2'i birincil mobil faz bilegeni olarak kullanan stiper kritik sivi kromatografisinin (SFC),
normal fazli sivi kromatografisi (NPLC) icin bir alternatif oldugu diisiiniilmektedir. iki boyutlu LC
sisteminin performansi, ayirma ortogonalitesine bagl oldugundan SFC ve HPLC' ye dayali iki boyutlu
(2D) LC sisteminin karmasik Orneklerin belirlenmesi i¢in umut verici bir yontem olabilecegi
bildirilmistir [43]. SFC-HPLC sisteminin en énemli avantaji, NPLC-HPLC'de karsilagilan mobil fazlar
arasindaki ¢oziicii uyusmazligi probleminin istesinden gelmesidir. Atmosferik basinca maruz
kaldiginda siiper kritik CO2'nin genislemesi, 2D kolon ile tamamen uyumlu fraksiyonlara yol
acmaktadir.

SFC-HPLC sisteminin TSNA analizi i¢in ¢ok uygun olabilecegini disiiniilmiis ve bir caligma
yapilmistir. Calisma, TSNA'larin belirlenmesi i¢in 2D siliper kritik sivi kromatografisi-yiiksek
performansli sivi kromatografisine bagli tandem kiitle spektrometresi (SFC-HPLC-MS/MS) ile
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gelistirilmis ve Sekil 4’de gosterilmistir. Gelistirilen yeni yontem sigaraya uygulanmig ancak biyolojik
ornege uygulamamistir. 1-AA kolonu, hedef bilesikleri karmasik sigara dumani matrislerinden izole
etmek i¢in birinci boyutlu (1D) SFC ayirmasi i¢cin uygulanmistir. Ayrica 1D eliientlerini yakalamak igin
izokratik bir pompa ile birlikte bir yakalama kolonu kullanilmistir. Daha sonra, yakalanan 1D eliientleri,
ikinci boyutlu (2D) analiz i¢in iki konumlu/alt1 portlu bir valf araciligiyla C18 kolonuna aktarilmastir.
Sonuglar matriks etkisinin ortadan kalktigin1 gostermistir. Calisma, sunulan yOntemin iyi
tekrarlanabilirlik ve geri kazanimlar sergiledigini ve ana dumandaki TSNA'larin rutin analizi i¢in hizli
ve giivenilir bir yaklagim olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur [44].

SFC Pompas: || SFC Kolonu SFC Pompas: sl SFC Kolonu

Izokratik ¢oziich pompas: ' Izokratik ¢oziich pompas:

r Talkalama Kolon =gp-| Vakalama Kolonu

] ., Atk }
HPLC Pompas: HPLC Pompast
L)- C18 Kolom |—> C18 Kolom MS/MS

Yakalama Modu Analiz Modua

Ty

MMSME

Sekil 4. SFC-HPLC-MS/MS sisteminin sematik gériiniimii [44]
3.3. Gaz Kromatografisi ile Analiz

Ugucu bilesikler i¢in genellikle tercih edilen gaz kromatografisi (GC) nitrozaminler i¢in termal enerji
analizorlii (TEA), MS ve azot kemiliiminesans (NCD) gibi farkli dedektorler ile kullanilmaktadir.
Oldukgca hassas ve segici olmalarina kargin TEA dedektoriiniin sik tercih edilmeme sebebi; NO ve NO»
gruplarina duyarli oldugundan sadece nitrozo bilesikleri i¢in kullanilmasidir. MS dedektorleri ise
iyonlastirici olarak elektron ¢arpmasi (EI) ve kimyasal iyonizasyon (CI) ile biyolojik orneklerde
nitrozaminler i¢in istenen LOD degerlerini sagladigindan yaygin olarak kullanilmaktadir [5,45].

3.4. Biyosensorler ile Analiz

Elektrokimyasal yontem, kromatografik yontemler ile karsilagtirildiginda daha basit numune hazirlama
prosediirii, daha kisa islem siiresi ve daha diisilk maliyet gibi 6zellikleri ile avantaj saglamaktadir.
Nitrozaminler, heme demiri ile dogrudan bir koordinasyon ile sitokrom P450'nin etkilesime girdiginde
biyolojik hasar vermektedir [46]. Bu yiizden heme grubu heterojen elektrokatalizor gibi davranabilir
diye diistiniilmiis ve hemin fonksiyonlu elektrot tiretimi ¢aligmalari yapilmistir. NNN ve NNK’nin
indirgenmesi icin diisiik potansiyellerde, elektrokatalitik aktivitesi yiliksek yeni redoks elektrotlar
(hemin fonksiyonlu karbon nanotiiplere dayanan) iiretilmistir. Bu elektrotlar, cesitli elektrolit ortaminda
ve pH kosullarinda test edilmistir. Ayrica nitrozaminlerde bulunan nitrozo grubunun asidik ortamda
once hidrazin sonra sekonder aminlere indirgendigi reaksiyon mekanizmasi onerilmistir (Seki/ 5) [47].
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Sekil 5. Asidik ortamda NNK 'nin indirgenme reaksiyonlari [47]

Elektrokimyasal indirgeme sonucu olusan iriinlerin yap1 aydinlatmasi i¢cin Matriks Destekli Lazer
Desorpsiyon (MALDI)-Ugus zamanli (TOF) ve ESI spektrometresi kullanilmigtir. NNK ve NNN’nin
elektrokimyasal indirgeme sonrasi triinlerine ait MALDI-TOF spektrumlar1 Seki/ 6’da verilmistir.
Baslangi¢ konsantrasyonlart NNK i¢in 1 mM ve NNN igin ise 1,1 mM olup, ¢alismada elektrolit olarak
0,1 M LiClO4 (pH, HCl ile 1.5'e ayarlanmustir), ¢alisma elektrodu olarak toray karbon kagidi tizerinde
hemin-CNT, referans elektrot olarak Ag/AgCI ve karsit elektrot olarak Pt tel kullanilmastir. Sekil 6 ’da
verilen spektrumda tanimlanan katyonik fragmanlar;

» Mavi renkli ilk spektrumda yer alan m/z 214; NNK’nin N-metil-N- (4-okso-4-(piridin-3-il)
butil) nitr6z amid, lityum tuzu ([M+Li] * fragmanidir.

> Ikinci spektrumdaki m/z 194; 2-metil-2-(4-okso-4-(piridin-3-il)butil) hidrazin-1-ium. Bu
fragman Sekil 5°de de gosterildigi gibi NNK indirgemesinin hidrazin {iriinii olup
kronoamperometrik indirgeme bagladiktan 10 dakika sonra tespit edilmistir.

>  Ucgiincii spektrumdaki m/z 185; hidrazin indirgemesinin ikincil amin iiriinii olan 4-(metilamino)-
1-(piridin-3-il) biitan-1-on lityum tuzudur.

Sekil 6’da NNN’nin -1.5 V sabit potansiyelde 10 dakika boyunca elektrokimyasal indirgeme
reaksiyonundan sonra MALDI-TOF spektrumunda tanimlanan katyonik fragmanlar;

»  Birinci spektrumda yer alan m/z 178; [NNN+H] iyonudur.
> Ikinci spektrumda yer alan m/z164; 2-(piridin-3-il) pirolidin-1-aminyum indirgenme {iriiniidiir.
Spektrum ile kanitlanan NNN indirgenme reaksiyonu ise Seki/ 7’de verilmistir [48].
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60 min |
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Sekil 6. NNK ve NNN 'nin elektrokimyasal indirgeme sonucu olusan iiriinlerine ait MALDI-TOF
spektrumlar: [48]
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Sekil 7. Asidik ortamda NNN 'nin indirgenme reaksiyonu [48]

Elektrokimyasal olarak NNK’nin tespiti icin, sitokrom P450 rediiktaz mikrozomlar1 da kullanilabilir.
P450 2E1, pek ¢ok nitrozaminin oksidasyon reaksiyonlarinda rol oynadigindan, P450 2E1 (CYP2E1)
ile NNK analizi i¢in biyosensdr gelistirilmistir [48]. Elektrot modifikasyon iglemleri igin
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilan
calismada iiretilen biyosensoriin performanst da degerlendirilmis ve gelistirilen yontem valide
edilmistir. Biyosensoriin duyarliligt 79 pA ¢cm? mM? ve yéntemin LOD degeri NNK i¢in 7,71 uM
olarak bulunmustur. Biyosensor, yapay idrar numunesinde NNK tayini i¢in bagariyla kullanilmistir [49].
NNK’nin elekktrokimyasal analizi i¢in iiretilen biyosensore ait islem basamaklart Sekil 8’de verilmistir.

HAuCl4 P450 2E1
Elektrodepozisyon Elektrostatik £ 4 Immobilizasyon
Kaplama
@)\/\/ ‘
% poli (dialildimetilamonyum kloriir) N
Perde baskih karbon elektrot Altm ) )
(screen-printed carbon electrode) i i poli (sodyum-p-stirensiilfonat) Q P450 2E1
nanopartikiiller

Sekil 8. NNK 'nin elekktrokimyasal analizi i¢in iiretilen biyosensore ait islem basamaklar: [49]

3.5. TSNA'larn Kiitle Spektrometrisindeki Parcalanma Mekanizmalar:

TSNA'larin karakteristik parcalanma davranislari, elektrosprey iyonizasyon (ESI) multistage tandem
MS ile incelenmistir. Détoro etiketli TSNA bilesikleri, 6nerilen par¢alanma mekanizmasini agikliga
kavusturmak i¢in kullanilmistir. Ortaya ¢ikan fragmanlarin detayli analizi yapilmis ve piperidin veya
pirolidin halkasinin ana omurgay1 olusturdugu goriilmiistiir. Pirolidin veya piperidin halkalari, dogrudan
parcalanmaya ugrayabilir ve ana halkalar1 etkilemeden bazi kararli ara maddeler olusturabilir veya
piridin-2 karbon atomunda halka ag¢ilmasi ve ardindan halka kapanmasi ile farkli tirtinler olusabilir.
NNN, NNK ve NAB i¢in 6nerilen par¢alanma mekanizmalar1 Seki/ 9’da verilmistir [21].
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Sekil 9. NNN, NNK ve NAB i¢in énerilen par¢alanma mekanizmalari [21]
Iyonlastiric1 olarak elektron bombardimaninin (EI) kullanildig1 sistemlerde nitrozaminleri olusturan

aminlerin molekiiler iyonlari, NO gruplarinin ayrilmasi ile olusur ve olusan (M-30)* pikleri nitrozo
bilesikleri igin karakteristiktir [5].
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Sigara dumanina maruz kalma, basta akciger kanseri olmak iizere diger organlar i¢in de 6nde gelen risk
faktoriidiir, ancak sigarada bulunan kanserojen TSNA’larin tiimor ve kanser gelisimindeki rolii tam
olarak anlagilamamistir. TSNA sinifindan 6zellikle kanserojen etkisi olan NNN ve NNK’nin tiitiin ve
tiitiin trtinlerinde kalitatif ve kantitatif tayinleri ile ilgili ¢ok fazla ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada
Ozellikle biyolojik 6rnekler ile yapilan ¢aligmalar sunulmustur. Biyolojik 6rneklerde TSNA analizinde
matriks ortamina gore cesitli yontemler ve teknolojiler kullanilmistir. Her yontemin bir takim analitik
zorluklar1 bulunmaktadir. Bu nedenle, farkli kullanimlar1 ve 6zelliklerini goz onilinde bulundurarak
farkli amaglar icin en iyi yolun se¢ilmesi gerekmektedir. Yapilan ¢aligmalarda kiitle spektrometresi,
biyolojik 6rneklerde eser miktarda bulunan TSNA’larin analizinde vazgegilmez oldugunu gostermistir.
Biyolojik 6rneklerde NNN ve NNK miktarlarinin takibi sigara dumani maruziyeti kaynakli timor ve
kanser mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina katki saglayabilir. Gelecekteki ¢alismalar icin gerek
ektraksiyon gerekse analiz basamaklarinda MIP, biyosensorler ve nanomalzemelerin kullanildig:
teknikler, karisik matris ortamlarinda TSNA analiz etmede hedef bilesikler i¢in daha segici ve hassas
oldugundan potansiyel olarak daha da gelistirilebilecek yeni alanlardir.
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