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Resveratrol Giiclii Bir Antioksidan Mi?

Is Resveratrol a Powerful Antioxidant?

Emine SARMAN! 2. Kanat GULLE2 (2

0z

Serbest radikaller, oksidatif hasara neden olan ve
kronik dejeneratif hastaliklara yol agan toksik
maddelerdir. Serbest radikal olusumunu 6nleyen veya
bu radikallerin temizlenmesini saglayan maddelere
“antioksidan” adi verilmektedir. Bir antioksidan olan
resveratrol {iziim ve iiriinleri basta olmak iizere 70’den
fazla bitki ¢esidinde bulunan bir fitoaleksindir.
Resveratroliin  oksidatif stresi azalttigi, kan-beyin
bariyerini gectigi, bircok hastalik {izerine iyilestirici
roliiniin oldugu gorilmiistiir. Fakat insan sagligi
tizerinde antioksidan yoniiyle kesin bir koruyucu
etkisinin oldugunu sdyleyebilmek i¢in daha ileri
¢alismalara ihtiya¢ oldugu disiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Serbest Radikal, Oksidatif Stres,
Resveratrol, Antioksidan.

ABSTRACT

Free radicals are toxic substances that cause
oxidative damage and lead to chronic degenerative
diseases. The substances that prevent the free radical
formation or scavenge these radicals are called
“antioxidants”. Resveratrol, an antioxidant, is a
phytoalexin found in more than 70 plant varieties,
especially grapes and their products. It has been
observed that resveratrol reduces oxidative stress,
crosses the blood-brain barrier, and has a healing role
in many diseases. However, it is thought that further
studies are needed to be able to say that it has a definite
protective effect as an antioxidant on human health.

Keywords: Free Radical,
Resveratrol, Antioxidant.

Oxidative  Stress,

I Doktora Ogrencisi, Emine SARMAN, Histoloji ve Embriyoloji, Siileyman Demirel Universitesi, T1p Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji ABD,

esrmn@hotmail.com, ORCID No: 0000-0002-4671-9315

2 Dogent Doktor, Kanat GULLE, Histoloji ve Embriyoloji, Siileyman Demirel Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji ABD,

kanatgulle@sdu.edu.tr, ORCID No: 0000-0002-6337-8962
Tletisim/Corresponding Author:
E-posta/E-mail:

Emine SARMAN
esrmn@hotmail.com

Gelis Tarihi/Received : 15.05.2021
Kabul Tarihi/Accepted: 21.05.2021
Yayin Tarihi/Published: 30.06.2021

~57 ~


mailto:kanatgulle@sdu.edu.tr
https://orcid.org/0000-0002-4671-9315
https://orcid.org/0000-0002-6337-8962

BUSAD 2021; 2(1): 57 - 63
BUSAD 2021; 2(1): 57 - 63

Serbest radikaller, oksidatif hasara neden
olan ve kronik dejeneratif hastaliklara yol
acan  toksik  maddelerdir (1). Dis
yoriingelerinde eslesmemis elektronu
bulunur, kararli olmayan atom ya da
molekiillerle reaksiyona girer ve serbest hale
gecer. Bu molekiiller elektron kaybettigi i¢cin
kararsiz hale gectiklerinde serbest radikaller
olusur (2). Bu durum, basta kanser olmak
izere, kalp damar ve seker hastalig1 gibi pek
cok hastaliga neden olmaktadir (3,4).

Serbest radikal olusumunu Onleyen veya
bu radikallerin temizlenmesini saglayan
maddelere “antioksidan” adi verilmektedir.
Antioksidanlar  endojen  (enzimatik ve
nonenzimatik) ve ekzojen (vitaminler ve ilac)
kaynakli olabilir (5). Bitkisel kaynakli olan bu
antioksidanlar serbest radikallerin
giderilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (6).

Bir antioksidan olan resveratrol, 1940’1
yillarda Cin ve Japon tibbinda kullanilmis
olup, lizim ve iriinleri basta olmak {izere
70’ten fazla bitki c¢esidinde bulunan bir
fitoaleksindir (7). Resveratrol, serbest
radikaller iizerinde etkisi yiiksek bir
maddedir. Iskemi-reperfiizyonda kalp, beyin
ve bobrekte nitrik oksit (NO) sentezini
indiikleyerek  oksidatif  stresi  azalttigi,
siklooksijenaz-2 (COX-2) transkripsiyonunu
ve ornitin dekarboksilaz’1t inhibe ederek
kanser geligimini, ilerlemesini (meme,
prostat, mide, pankreas ve tiroit kanserini)
azalttigi  (8), miyokardiyal enfarktiisii
onlemede etkili olabilecek  trombosit
agregasyonu ve in vitro aktivasyonu inhibe
ettigi  belirlenmistir (9). Laboratuvar ve
hayvan aragtirmalar1 yapilmasina ragmen,
resveratroliin insanlarda etkili bir tedavi ajani
olabilecegini gosteren az sayida klinik kanit
bulunmaktadir (10).

Bu c¢alismada bir antioksidan olan
resveratroliin  genel Ozellikleri ve etki
mekanizmasi tizerinde durulmus, bu etki
mekanizmasinin insan sagligr iizerindeki
iyilestirici  rolii  literatiir =~ kapsaminda
derlenmistir.
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GIRIS

1. Serbest Radikal Tiirleri

Oksidatif hasara ve kronik dejeneratif
hastaliklara neden oldugu belirtilen serbest
radikallerle ilgili yapilan arastirmalarin sayisi
giin gectikce artmaktadir (11,12). Caligmanin
bu bolimiinde en fazla arastirilan serbest
radikallere iligkin genel bilgiler paylagiimistir.

1.1. Siiperoksit Radikali

Stiperoksit radikali, eslesmemis elektron
tasityan oksidandir. Siiperoksit radikalinin
kendisi direkt olarak zarar vermez. Hidrojen
peroksit ve gecis metal iyonlarini indirgeyici
Ozellikte olmasi bu radikalin Onemli bir
ozelligidir. Hem indirgeme hem de
yiikseltgeme 6zelligine sahiptir (13).

1.2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, oksijenin iki elektron
indirgenmesi  ya  da  siiperoksitlerin
tepkimeleri sonucu olusan, eslesmemis
elektrona sahip olmayan ve radikal ozellik
gostermeyen bir bilesiktir  (14). Hiicre
hasarina neden olan hidrojen peroksit
doymamis yag asitlerine karst etki gosterir
(15).

1.3. Lipit Peroksit Radikali

Yag asidinin {lizerinde bir elektron kalacak
sekilde parcalandiginda lipit radikali olusur.
Olusan lipit radikalinin oksijen ile reaksiyonu
sonucu lipit peroksit radikali meydana gelir
(16). Serbest radikaller tarafindan oksidasyon
reaksiyonlart gergeklesir. Bu durum hiicre
hasarma yol acar ve Oliimiine neden olur.
Serbest  radikalleri  yok etmek e
sonlandirmak i¢in antioksidanlar reaksiyona
girer (17).

2. Antioksidan Tiirleri

Serbest radikallerin meydana gelmesini
Onleyen Ozellesmis antioksidanlar farkl
kaynaklardan elde edilebilir. Endojen ve
ekzojen kaynakli bu maddeler oksidan
molekiillerin neden oldugu hasari, hiicre i¢i ve
hiicre dis1 savunma mekanizmalar ile etkisiz
hale getirir (5).
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2.1. Enzimatik Antioksidanlar
2.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit Dismutaz  (SOD), serbest
oksijen radikallerini kullanarak siiperoksit’i
hidrojen perokside (H202) cevirir. “Oksidatif
strese  karst ilk savunma” olarak da
adlandirilan bu sistem sayesinde siliperoksit
diizeyleri kontrol altinda tutulmaktadir (18).
Losemi, respiratuar distres sendromu, bobrek
yetmezligi, akciger enfeksiyonlart ve motor
noron hastaliklar1 gibi hastaliklarda koruyucu
rolii oldugu diistintilmektedir (19).

2.1.2. Katalaz

Katalaz (CAT) peroksizomlarda bulunan
bir enzimdir. Peroksidazla birlikte H>O>’yi su
ve oksijene ayristirmaktadir. Kan, kemik iligi,

karaciger, bobrekte yiiksek  miktarda
bulunmaktadir (19).
2.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px),

sitozollerde bulunan bir enzimdir. Hidrojen
peroksit ve organik peroksitlerin
indirgenmesiyle oksitlenen glutatyon,
glutatyon rediiktaz enzimi ve Nikotinamid
Adenin  Diniikleotid Fosfat (NADPH)
yardimiyla  indirgenerek  reaksiyonlarin
devamim saglar. Eritrositlerdeki en kuvvetli
antioksidandir (20).

2.2. Nonenzimatik Antioksidanlar
2.2.1. Askorbik Asit (C Vitamini)

Giiglii bir antioksidan olarak bilinen C
vitamini, hidroksil radikali ve siiperoksit
radikali ile reaksiyona girer ve bu radikalleri
ortadan kaldirir. Elektronlarini vererek, diger
bilesiklerin okside olmasini engeller. Lipit
peroksidasyonunu  baglatan  radikallerin
etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona
kars1 korur. E vitaminin rejenerasyonunda
gorev alir (20).

2.2.2. p-Karoten (A vitamini)

Serbest radikalleri direkt olarak yakalar ve
zincir kiran bir antioksidan olarak etki ederek
peroksit radikallerin olusumunu onler (21).
Karotenoidlerin yeterli miktarda
alindiklarinda kanserden korudugunu
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gosteren calisma sonuglart  bulunmaktadir
(29).

2.2.3. a-Tokoferol (E Vitamini)

E vitamini, hiicre membran
fosfolipitlerinde bulunan yag asitlerini serbest
radikallerden koruyan zincir kirict  bir
antioksidandir. Serbest radikallere karsi
tamamlayic1 etki gosterir ve peroksitlerin
sentezini engeller (22).

2.2.4. Dogal Antioksidanlar

Bitkisel kaynakli olan bu antioksidanlar
serbest radikal olusumunun Onlenmesi Ve
peroksit pargalanmasinda onemli rol oynar
(6). Dogal antioksidanlar  bitkilerin
yapraklarinda, ¢igeklerinde, sebzelerde ve
meyvelerde bol miktarda bulunmaktadir.
Sebzelerin biiylik bir boliimiinde o6zellikle
patates, domates, 1spanak, karabugday,
kirmizibiber gibi sebzelerde antioksidanlar
oldugu belirlenmistir. Ozellikle Amerika
Birlesik Devletleri ve Avrupa’da en c¢ok
tilketilen sebzeler arasinda brokoli yer
almaktadir  (23). Meyvelerde bulunan
antioksidan bilesiklerle yapilan ¢alismalarda,
turuncgiller, cilek, kivi, kuru erik ve zeytin
gibi meyvelerde onemli miktarda
antioksidanlarin bulundugu bildirilmistir (24).

3. Resveratrol ve Etkileri

Resveratrol, birgok bitki ¢esidinde bulunan
bir fitoaleksindir (7). Resveratrolin DNA
tamir geni olarak bilinen sirtiunl (SIRT1)’i
aktive ettigi, hiicre yasam siiresini uzattigi
bilinmektedir (25). Resveratrol, sirtuin protein
ailesinin memeli formlarindan biri olan
SIRT1'in aktivatoridir. SIRTI,
transkripsiyon faktorleri dahil olmak iizere
histon ve nonhiston proteinlerini deasetile
eder. Stres direncini, hiicresel yaslanmayz,

bagisiklik  fonksiyonlarini  etkiler (26).
Preklinik  galigmalarda, hastaliklardaki
terapotik  etkisi  arastirnlmistir.  Ozellikle

kanser hastalar1 i¢in, geleneksel tedavilerle
iligkili  yiiksek  riskler  bulunmaktadir.
Ozellikle hiicre sinyal aglarindaki
karmasikliklar, sadece bir ag1 hedef alan
spesifik inhibitorlerin terapdtik basarisim
engeller. Fakat resveratrol birgok yolu
hedefleyerek kanser iizerinde kemoterapotik
etkiye sahip olan, umut verici bir antikanser
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ajamdir (27). Resveratrol, inflamasyona,
enfeksiyona karsi immiin yanit1 ve uyaranlara
karst hiicresel cevabi1 diizenleyen niikleer
faktor kB (NF-kB) sinyal yolunu etkiler. Ek
olarak, IGF-1R/Akt/Wnt yollarin1 6nemli
Olgiide inhibe ettigi belirlenmistir (28).
Resveratrol  ayrica  arasidonik  asidin
prostaglandinlere doniismesinden sorumlu
olan siklooksijenazlar1 inhibe eder. Bunun
yani  sira, vaskiiler hiicre  adezyon
molekiillerinin  (VCAM)  ekspresyonunu
inhibe ettigi ve ateroskleroz ve hipertansiyon
gelisiminden sorumlu olan vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin aktivitesini etkiledigi
belirtilmistir (29). Resveratrol hizli bir sekilde
metabolize olup atildig1 i¢in oral yoldan
alinmas1  Onerilmektedir  (30).  Cesitli
aragtirmalar yapilmasina ragmen,
resveratroliin insanlarda etkili bir tedavi
olduguna dair ¢aligmalar sinirlidir (10,31).

3.1. Resveratrolin Baz1i Kanser

Tiirlerindeki Etkisi

Yapilan ¢alismalar resveratroliin, timor
proliferasyonuna yol acan AKT, mitojenle
etkinlesen protein kinaz (MAPK) ve NF-kB
sinyal yolaklarmi regiile eden COX'leri
hedefledigini ve tiimdr olusumunu 6nledigini
gostermistir (32). Klinik ¢alismalar, kanser
tipi ve tedavi siiresinin resveratroliin hiicre
icindeki etkisinde onemli oldugunu ortaya
koymaktadir. Ayni kanser tiirlerinde bile
uygulama sonrasinda farkli sonuglar elde
edilebilir. Ornegin, prostat kanseri iizerinde
yapilan bir c¢alismada, resveratroliin kanser
niikslinii  geciktirmek i¢in kullanilabilecegi
belirlenmistir (33). Resveratroliin androjen
dretimini azalttigt ve androjen reseptor
aktivitesini modiile ettigini gosteren klinik
oncesi calismalara ragmen, Kjaer ve ark.
(2015), resveratrolin PSA  diizeylerini
etkilemedigi icin prostat kanseri {izerinde
tedavi  edici  etkisinin  bulunmadigim
belirtmistir (34). Ayni calismada,
resveratroliin prostat kanseri iizerinde etkili
bir yontem oldugunu belirtmek i¢in daha fazla
klinik ¢aligma yapilmasina gerek oldugu ifade
edilmistir. Benzer sekilde, kolorektal kanserli
hastalarda resveratrol kullanilarak yapilan
klinik ¢alismalar {imit vericidir. In vitro
calismalar, resveratrolin  kolon kanser

Derleme Makalesi
Review Article

hiicrelerinde biliyiimeyi engelledigini
gostermektedir (35). Resveratrol ile yapilan
bir-iki haftalik tedaviden sonra, hastalarin
ilgili reseptor konsantrasyon oOlg¢iimlerinin,
ana kolorektal dokudaki metabolitleri,
preklinik  calismalarda kullanilan  etkili
resveratrol ~ konsantrasyonlarina  benzer
sekilde diizenledigi belirtilmektedir. Ek
olarak resveratrol metabolitlerinin
antikanserojenik etkisi heniiz
dogrulanmamistir. Bu nedenle kolon kanseri
icin  bir tedavi  olarak  kullanilip
kullanilmayacagi hala belirsizligini
korumaktadir (36). Resveratroliin multiple
miyelom hiicre dizilerinde sitotoksisiteye
neden oldugu belirtilmistir (37). Multiple
miyelomlu hastalarin tedavisinde
kullanilabilecegini gosteren klinik Oncesi
calismalar olsa da, bazi ¢alismalarda, bobrek
yetmezligi olan hastalarda ciddi yan etkilere
neden oldugu belirlenmistir (38). Meme
kanserindeki etkinligini belirlemek {izere
yapilan bir calismada, hastalara 12 hafta
boyunca resveratrol uygulanmistir.
Resveratroliin kan serum konsantrasyonunun
zaman igerisinde giderek arttigi, meme
kanseri ile iligkili bir geni etkiledigi ve bu
etkinin dolasimdaki resveratrol seviyeleri ile
anlamhi  diizeyde bir iliskisinin oldugu
belirtilmistir (39). Bu klinik c¢aligmalarin,
resveratroliin belirli kanser tiirleri tizerindeki
etkinligini gostermesi bakimindan 6nemli
oldugu diistiniilmektedir.

3.2. Resveratroliin
Bozukluklardaki Etkisi

Alzheimer hastalig1 gibi birgok nodrolojik
bozuklugun merkezi sinir  sisteminde
meydana gelen oksidatif hasarin bir sonucu
oldugu diisiiniilmektedir. Resveratroliin anti-
oksidatif  etkisi  nedeniyle  norolojik
bozukluklar i¢in faydali sonuglar1 olabilecegi
belirtilmistir (40). Alzheimer hastalig1 her ne
kadar oksidatif hasar olusumuyla
iliskilendirilse de patofizyolojisi kesin olarak
bilinmemektedir. Fakat hastaligin tedavisinde
birgok biyobelirteg tanimlanmustir. Ornegin,
amiloid beta prekiirsér proteini (APP) ve
apoliporprotein E (APOE) genetik
mutasyonlariin neden oldugu amiloid-f3 (AB)
plak  birikiminin ve oksidatif hasarin

Norolojik
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artmasmin  bu hastalikla iligkili oldugu
gosterilmigtir (41). Bu etkiyi belirlemeye
yonelik yapilan klinik ¢calismalarda, hastalara
bir yil boyunca resveratrol uygulanmis,
plasebo grubundaki hastalar ile
karsilastirildiginda, resveratroliin kan-beyin
bariyerini gectigini gosteren metabolitler
oldugu belirlenmistir  (42,43). Ayrica
resveratrol uygulanan hastalarin,
alzheimer/ndrodejenerasyonla iligkili hiicre
dis1 matriksin bilesenlerini bozan bir matriks
metalloproteinaz  (MMP) olan MMP-9
seviyelerinin azaldig1 belirlenmistir (44). Bu
sonuglar, resveratroliin Alzheimer
hastalarinda  giivenle  kullanilabilecegini
distindiirmektedir.

3.3.  Resveratroliin
Hastaliklardaki EtKisi

Diinya Saglk Orgiiti (DSO)’ye gore
kardiyovaskiiler =~ hastaliklar ~ her  yil
milyonlarca  kisinin  6limiine  neden
olmaktadir (45). Resveratroliin, ateroskleroz
ve koroner arter hastaligini Onlemeye
yardimci1 olabilecek endotel fonksiyonunu
destekledigi  kanitlanmistir.  Ateroskleroz,
arterlerde lipit birikmesi ile karakterize olup,
tikanmalara ve trombiis olusumuna neden
olmaktadir. Magyar ve ark. (2012), resveratrol
ile yapilan tedavinin sol ventrikiil sistolik ve
diyastolik  fonksiyonlarmi 1iyilestirdigini

Kardiyovaskiiler
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belirtmistir  (46). Resveratroliin, yliksek
ateroskleroz riski tasimayan hastalarda
inflamasyonu azalttigr kanitlanmistir (47).
Kardiyovaskiiler hastalik riski yiiksek olan
hastalarda yapilan bir c¢alismada {izlim
tiketiminin  iyilestirici  etkisi  oldugu
belirlenmistir (48). Biesinger ve ark. (2016),
tarafindan yapilan calismada resveratroliin
diger fitokimyasallarla birlikte diyastolik kan
basincim1  etkili  bir sekilde azalttig
belirtilmistir  (49). Bo ve ark. (2013),
resveratrol ile yapilan tedavinin, hastalarin
solunum yollarinda sistemik etkiyi ve
karacigerden salinan yiiksek C-reaktif protein
(CRP) diizeyini azalttigin belirlemistir (50).

Her ne kadar calismalarda resveratroliin
olumlu etkileri oldugu belirtilse de, bazi
calismalarda beklenen etkinin goriilmedigi ve
olumsuz sonuglar elde edildigi belirtilmistir.
Ornegin Zortea ve ark. (2016), resveratrol ile
tedavi edilen hastalarin kolesterol
diizeylerinin arttigini belirlemistir (51). Van
der Made, Plat ve Mensink (2015),
resveratroliin asirt kilolu hastalarda yiiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) diizeyleri
tizerinde bir etkisi olmadigini belirlemistir
(52). Genel olarak degerlendirildiginde ise
resveratroliin cesitli kardiyovaskiiler
hastaliklarda ~ olumlu  etkileri  oldugu
belirtilmektedir.

SONUC VE ONERILER

Serbest radikaller, niikleik asit, protein ve
lipitlerde oksidatif hasara neden olan ve
kronik dejeneratif hastaliklara yol agan toksik

maddelerdir. Bitkilerin  yapraklarinda,
ciceklerinde, sebzelerde ve meyvelerde
bulunan  antioksidan maddeler  serbest

radikallerin meydana gelmesini engellemekte
ve olusturdugu zararl etkileri azaltmaktadir.
Bir antioksidan olan resveratrol, iiziim ve
bundan meydana gelen {riinlerde bol
miktarda bulunan 6nemli bir fitoaleksindir.
Resveratroliin serbest radikaller tizerindeki

etkisinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu

calismada  resveratroliin  baz1  kanser
tirlerindeki, norodejeneratif ve
kardiyovaskiiler hastaliklardaki etkisiyle ilgili
literatiir ~ incelenmistir.  Sonu¢  olarak

resveratroliin, oksidatif stresi azalttii, kan-
beyin bariyerini gectigi, bircok hastalik
lizerine tyilestirici  roliiniin oldugu
goriilmiistiir. Fakat insan sagligi lizerinde
kesin bir koruyucu etkisinin oldugunu
sOyleyebilmek icin daha ileri c¢alismalara
thtiyag¢ oldugu diistiniilmektedir.
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HPLC Teknigi ve Kullanim Alanlari

HPLC Technique and Usage Areas

Aydin Siikrii BENGU! (2
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Sivi kromatografinin yaygin kullanilan bir g¢esidi
olan HPLC saglik ve fen alaninda genis kullanim
alanlarma sahiptir. Son dénemde gelistirilen UHPLC
tekniginin bir¢ok avantaji olmakla beraber pahali
olmasi kullanimini sinirlamaktadir. Bu derleme ile yeni
baslayanlar i¢in kullanima yonelik pratik laboratuvar
bilgileri verilmesi amaglanmustir.

Anahtar Kelimeler: HPLC, Metod segimi Sivi
kromatografi, UHPLC.

ABSTRACT

HPLC, a widely wused type of liquid
chromatography, has a wide range of uses in health and
science fields. Although the recently developed
UHPLC technique has many advantages, it limits its
use because it is expensive. With this review, it is aimed
to give practical laboratory information for use for
beginners.
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Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi
veya Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi
olarak taninan HPLC teknigi; sagliktan
ziraata kadar fen bilimlerinin bir¢cok dalinda
kullanilan  gelismis  bir  kromatografi
teknigidir. Bu derleme teknik bilgiden ¢ok
kullanim esnasinda karsilasilan sorunlarin
asilmasi, okunan bir makalenin daha iyi
anlagilabilmesi ve yeni kullanicilara rehber
olmas1 amaciyla hazirlanmistir.

Coziniir forma gecebilen tiim bilesikler
(aminoasitler, sekerler, vitaminler,
antibiyotikler, pestisitler, gida tatlandiricilari
ve renklendiricileri ve bunlarin tiirevleri vb. )
bu teknik ile kantitatif olarak hizli ve
giivenilir sekilde tespit edilebilmektedir.
HPLC cihazini olusturan baglica bilesenler;
mobil faz, pompa, kolon ve kolon firini,
degazor, otoornekleyici ve  enjektor,
dedektorlerden olusur. Bu elemanlar1 kisaca
aciklayalim.

Mobil faz; kullanilacak olan ¢oziiciiyii
igeren hareketli fazdir. Hazirlanmasi basit
gibi goriinse de kolay bir Ornekle
hassasiyetini vurgulayalim. Ornegin mobil
fazimiz metanol/su (50:50) olsun. Bundan 1
litre hazirlayacak isek 6nce 500 mL metanol
ile 500 mL saf suyu karistirirsak son hacmin
1 litre degil 970 mL oldugunu fark ederiz.
Iste bu karistmi meziirde birini 6tekinin
lizerine ilave ederek son hacmi ayarlamaya
calisarak yaparsak sonug¢ yanlis olacaktir.
Ayrica kullanilan suyun kalitesi mutlaka ultra
saf su olmali, karigim ultrasonik banyoda
kabarciklar bitene kadar bekletilmelidir.
Pompa; mobil faz1 6rnekle beraber kolona ve
dedektore tasiyan sistemdir ve HPLC’nin
kalbi diyebiliriz. Ciinkii akis1 istenilen sabit
basingta yapmasi lazim bunun i¢inde
kullanicinin pompa bakimini thmal etmemesi
gereklidir. Tampon ¢ozelti igeren mobil
fazlarin  kullanimindan sonra pompanin
temizlenmesi i¢in 30-45 dakika saf ¢oziici
gecirilmesi tavsiye edilir. Aksi takdirde bir
sonraki kullanimda pompa tikanacak ve
sOkiiliip temizlenmesi kaginilmaz olacaktir.
Bu da zaman kayb1 demektir.

Editore Mektup
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Kolon; ayrimin gergeklestigi esas yerdir
ve secimi bu ylizden Onem tasir. Eger
sistemimizde kolon firin1 da varsa sicakligi
da kontrol edebiliriz ki bu ¢alismamizin
hassasiyetini arttiracaktir. Her yeni kolon ilk
takildiginda iireticinin tavsiye ettigi gibi bir
mobil faz gecirilerek sartlandirilmalidir. Bu
islem yaklasik 30-45 dakikadir. Ayrica kolon
degisimi yaparken de sokiilen kolonlar uygun
¢Oziicii ile yikanip, her iki ucu kapatilip
saklanabilir.

Degazor; mobil fazin kolona gelene kadar
sistemde olusabilecek hava kabarciklarinin
atilmas1 gorevini gortir.

Oto ornekleyici ve enjektorler; 6rnekten
istenilen miktarda c¢ekilerek mobil fazla
beraber kolona verilmesini saglar. Eski
HPLC cihazlarinda manuel enjeksiyon
kullaniliyordu, bu hem hata paym
arttirnyordu  hem de kullanicinin cihaz
basinda beklemesini mecbur birakiyordu.
Oysa oto ornekleyiciye (otosampler) sahip
bir HPLC sisteminde 90 oOrnege kadar
yiikleme yapilip ¢alistirilabilir, burada sadece
mobil fazin calisma esnasinda
bitmeyeceginden emin olmamiz lazim. Hatta
sisteme kapanma saatini ayarlayip gitme
imkanimiz bile yazilimsal olarak
mimkiindiir.

Dedektorler; ornekteki analitleri
Olctilebilir sinyallere c¢evirerek kantitatif
analize imkan saglar. Absorbans (UV, DAD)
dedektor, floresans dedektor, kirilma indisi
dedektorii (RID), elektrokimyasal dedektor
ve iletkenlik dedektorii gibi ¢esitleri vardir.
Hatta son zamanlarda HPLC ye kiitle
dedektorii (MS) bile eszamanli olarak entegre
edilebilmektedir. HPLC sistemine takili
olunan dedektdr yapmak istenilen g¢alisma
icin sirlayict 6zelliktedir. Mesela sekerli
bilesikler (glukoz, friiktoz, sakkaroz gibi)
calisabilmek i¢in mutlaka RID dedektor
gereklidir.  Ama  fenolik  bilesikler,
antibiyotik, pesitisit gibi ¢caligmalar i¢in UV
veya DAD dedektér kullanilabilir. DAD
dedektoriin UV den daha hassas oldugunu
vurgulamakta fayda var.
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Mobil faz polar ve kullanilan kolon apolar
ise ters faz kromatografi adini alir ki en sik
kullanilan tiirii budur. Eger mobil faz apolar
ve kolon polar ise normal faz kromatografi
adin1 alir.

Mobil faz tek gesit ise izokrotik akis modu
kullanilacaktir, ayrimi1 kolay olan bilesiklerde
tercih edilir. Mobil fazdan birden fazla ve 2-
4 arasinda ise low pressure gradient veya
high pressure gradient modu kullanilacaktir,
ayrimi daha zor olan bilesiklerde tercih edilir.
Low pressure gradientte karisim pompadan
once olurken high pressure gradientte
pompadan sonra olmaktadir.

Kromatografide ayrim kolonda oldugu
icin kolon sec¢imi hayati Oneme sahiptir.
Piyasada cesitli amaclar i¢in iiretilmis ¢ok
sayida kolon mevcuttur. C8, C18, C amin,
kiral kolon vb. Kolonlarin uzunlugu,
genisligi ve dolgu maddesinin por cap1 da
degiskendir.

HPLC ye verilecek tiim oOrnekler hava
kabarcigi ve partikiil igermemelidir. Bu
kolonun Omrii ve analizin hassasiyeti
acisindan Onemlidir. Unutmayalim ki bir
kolon ile 10 analizde yapilabilir, 500 analiz
de yapmak miimkiindiir. Ornek
hazirlamadaki gosterilen hassasiyet kolonun
omriinii  belirleyecektir. ~ Mobil  faz
icerisindeki hava kabarcigimi ultrasonik
banyoda gidermek ve Ornekteki gozle
goriilemeyen partikiillerin giderilmesi icin

Editore Mektup
Letter to the Editor

0.22 veya 0.45 mikron enjektér ucu filtre
kullanilmas1 elzemdir.

Ilgilendigimiz bir bilesigi HPLC de analiz
edebilmek i¢in, o bilesige ait dalga boyu, akis
hizi, kolonun cinsi, sicaklik ve dedektor
bilgilerine ihtiya¢ vardir. Sayilan tim
bilgilere sahip isek ve laboratuarimizdaki
HPLC konfigiirasyonu buna (dedektor,
pompa, kolon agisindan) uygun ise bu analiz
yapabilir anlamina gelir. Bunun igin aranan
maddenin standardindan en az 5 noktali
standart grafik ¢izmek gerekir. Standartlar ile
aranan maddenin alikonma zamani (retention
time- Rt) Ogrenilir ve daha sonra ayni
kosullar altinda ayn1 dakikada gelen pik i¢in
aranillan bilesik denilebilir. Son olarak
ornekleri bu standart grafige karsi
kiyaslayarak kantitatif olarak tespit edilir.

Ornegin 1, 5, 25, 125 ve 625 ppm lik C
vitamini  standartlarina  karsilik  gelen
absorbans degerleri sirastyla 0.36, 1.74, 8.21,
42.68 ve 204.33 olan bir ¢aligma verilerinin
standart grafigi asagidaki gibi excelden
cizdirilip R? degeri (0.9999) ve ilgili formiil
(Y=0.3266X+0.4431) elde edilebilir. Her ne
kadar gilinlimiiz teknolojisinde bu grafikleri
cihazlarin yazilimlar tarafindan ¢izdirilse de
Ogrenilmesinde fayda vardir. Daha sonra
icerisinde C vitamini degeri aranilan
numunenin absorbans degeri bu formiil
kullanilarak hesaplanilir. Eger ¢aligmanin 6n
hazirlik asamasinda seyreltme yapildiysa
seyreltme faktorii ile carpilarak nihai sonug
ppm cinsinden elde edilir.

250
y =0,3266x + 0,4431
R%2=0,9999
200 A
150
& Seril
100 Dogrusal (Seril)
50
0 100 200 300 400 500 600 700

Sekil 1. Ornek bir standart grafik ¢izimi ve formiil hesaplama
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Asagida vitamin analizinde kullanilan
HPLC kosullart ve kromatogramlarindan
bazi 6rnekler verilmistir. Tiim 6rnekler C18
kolon 25 cm x 4.6 mm x 5.0, ters faz kolonu
ile ¢alisilmistir.
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C vitamini i¢in; dalga boyu 245 nm, akis
hiz1 1 mL/ dakika, kolon sicakligi 30 °C,
mobil faz % 0.5 formik asit.

m C vitamini

Sekil 2. C vitaminine ait HPLC kromatogrami

A ve E vitamini i¢in; dalga boyu 202 nm,
akis hiz1 1 mL/ dakika, kolon sicakligi 30 °C,
mobil faz % 75 acetonitril / %25 metanol.

zoesoor A G2l amm

E vitamini

Sekil 3. E vitaminine ait HPLC kromatogrami
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Pty A TR0 2

A vitamini

Sekil 4. A vitaminine ait HPLC kromatogrami

Son yillarda HPLC cihazinin pompasinin
daha gii¢lendirilerek, kolon ve baglanti
pargalarinin da daha dayanikli malzemeler ile
gliclendirilmesi sayesinde UHPLC (ultra
yiksek performansli sivi  kromatografi)
cihazlar1 {retilebilmistir. HPLC ile aym
prensiple ¢alisan UHPLC cihazlar ¢ok daha
hizli sonug verdigi ve dolayist ile cok daha az
mobil faz harcadig1 i¢in giin gectikce popiiler
hale gelmektedir. Ciinkii ¢cok sayida numune
sahip calismalarda zaman daha da Onem
kazanmaktadir. Mesela HPLC ile 25 dakikalik
bir analiz stiresi ve 150 numune varsa UHPLC
ile yaklagik 6 dakikaya diisecektir (1).
25x150= 3750 dakikalik bir analiz siiresi
6x150=900 dakikaya diisecektir. Zamandan

da yapildigini ve dolayist ile ¢ok daha az
kimyasal ¢oziicliniin kullanilarak analiz
maliyetinin de diisecegini belirtmekte fayda
vardir. Burada daha az mobil faz giderinin
beraberinde mobil faz sisesisin bosaldiginda
tekrar tekrar hazirlanip, degazérden gazinin
kacirilmasi islemlerinden otilirii is gilicii ve
zaman tasarrufu da oldugunu belirtmekte
fayda goriiyorum. Ayrica UHPLC sisteminde
numune injeksiyon hacmi de daha diisiik
olacagindan numune miktar1 az olan
calismalar  i¢in  avantaj  saglayacaktir.
Asagidaki sekilde ayni numunenin UHPLC ve
HPLC kromatogramlar1 goriilmektedir. Baz1
analizlerde sistemin 10 kata kadar zamani
kisalttig1 da olabilmektedir.

yapilan tasarrufun ayni oranda mobil fazdan

300

200 |

o 5 10

300

200

100

UHPLC
15 20 25
min
HPLC
15 - - 2-0 - - - 2-5
laallal

Sekil 5. UHPLC ile HPLC ayriminin farkini gésteren 6rnek bir analiz
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UHPLC sisteminin tek dezavantaji pahali
olmasidir. Bir¢ok iiniversite laboratuvarlari,
resmi kurum ve 6zel laboratuvarlar bu yiizden
hala HPLC sistemlerini kullanmaya devam
etmektedirler.

HLPC veya UHLPC sistemlerinin
kullanim1 saglik ve fen bilimleri alanlarinda
olduk¢a yaygindir. Suda veya diger
¢oziciilerde (alkol ve tiirevleri  gibi)
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¢Oziinebilen tiim bilesiklere
bakilabilmektedir. Cesitli proteinler, protein
yapidaki hormonlar, amino asitler ve

tiirevleri, sekerler, vitaminler, kisa zincirli yag
asitleri, gidalara katilan tatlandiric1  ve
koruyucular, organik asitler, antibiyotik ve
pestisitlerin bir kismi hizli ve hassas bir
sekilde analizi yapilan ve ilk akla gelen
orneklerdir.

SONUC

S1v1 kromatografinin en yaygin kullanilan
ve giivenilen ¢esidi olan HPLC ve onun yeni
versiyonu diyebilecegimiz UHPLC hem
arastirma  hemde  ticari  laboratuvar
analizlerinde gegerliligini korumaktadir. Hizli
ve giivenilir olmast sebebiyle gegmiste
spektrofotometrik olarak yapilabilen bir ¢ok
analiz once HPLC ye sonra da kademeli
olarak UHPLC ye tasinmaktadir.

Son olarak kromatografi ve HPLC
konusunda yeni arastirmacilar, begenilen bir
calismanin metodunu kendi imkanlariniz ile
tekrar edebilmeniz i¢in su bilgilere ihtiyag
vardir; dedektor ¢esidi, dalga boyu, kolon ve
mobil faz. Ayrica piklerin ayrim giicii ve

kalitesi i¢in de sicaklik ve akis hiz1 bilgileri
gereklidir.

Ornegin balda glukoz/fruktoz tayini igin
RID dedektorlic HPLC sistemi gereklidir. Bu
analizi diger dedektorler ile yapamayiz. Fakat
RAD dedektorlii analizler UV dedektor ile
kismen yapilabilmektedir.

Iyi bir HPLC kullanicis1 giiniin birinde
laboratuvarina UHPLC gelirse yeni sisteme
cok hizli adapte olabilir ve mevcut
metodlarin1  yeni sisteme uyarlayabilir.
Internette cihaz ve kolon iiretici firmalarinin
bu konudaki dokiiman ve linklerini bulmak
mimkiindiir.

KAYNAKLAR

1. https://www.ssi.shimadzu.com/products/liquid-
chromatography/knowledge-base/hplc-vs-uhplc.html erisim
tarihi: 10.05.2021
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