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BEYAN

“Yaris Atlarimn Kan Orneklerinde Bazi Anabolik Steroid (Testosteron) Esterlerinin
LC-MS/MS Tle Tespiti” adli yiiksek lisans tezinin hazirhk ve yazim sirasinda bilimsel
arastirma ve etik kurallarina uydugumu, baskalarinin eserlerinden yararlandigim boliimlerde
bilimsel kurallara uygun olarak atifta bulundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir
tahrifat yapmadigimi, tezin herhangi bir kismmin Bilecik Seyh Edebali Universitesi veya
baska bir iiniversitede bagka bir tez ¢alismasi olarak sunulmadigini, aksinin tespit edilecegi
muhtemel durumlarda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve vermis

oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Bu ¢alismanin,
Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP), TUBITAK veya benzeri kuruluslarca desteklenmesi
durumunda; projenin ve destekleyen kurumun adi proje numarasi ile birlikte, ETIK
KURUL onay1 almmasi durumunda ise ETIK KURUL tarih karar ve say: bilgilerinin
beyan edilmesi gerekmektedir.
DESTEK ALINMISTIR] | DESTEK ALINMAMISTIR | X
Destek alindi ise;

Destekleyen kurum;

Destegin Tiirii Proje Numarasi
1- BAP (Bilimsel Arastirma Projesi)
2- TUBITAK

ETIK KURUL onayi var ise;

ETiK KURUL Karar tarih/sayi: [.......ccceeevnneennnnns [eeneeeeeenernneneaenans
Levent YATANASLAN
Tarih

A,

ooooooooooooooooooo



ONSOZ

Yiiksek lisans egitimim déneminde lizerimde emegi bulunan tiim 6gretim iiyelerine ve
tez calismam siirecinde manevi destegi ile birlikte c¢alismamui sahiplenerek takip eden
danismanim Saym Dr. Ogr. Uye. Hiillya SILAH’a degerli katki ve emekleri igin

tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Literatiir tarama yontemleri, igerik tasnifleme yontemleri ve her konuda bilgilerini
esirgemeyerek yardimda bulunan basta calisma arkadasim Dr. Ertugrul GUNES, laboratuvar
sefim Erol KABIL ve ¢alismalarim siirecinde yardimlarini esirgemeyen degerli laboratuvar

arkadaslarima katkilarindan dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.

Calismalarimi destekleyen oncelikle mensubu oldugum Tarim ve Orman Bakanligr —
Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii’ne, imkanlarmni kullandigim gérev yerim Istanbul/Pendik
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OZET

YARIS ATLARININ KAN ORNEKLERINDE BAZI ANABOLIK STEROID
(TESTOSTERON) ESTERLERININ LC-MS/MS iLE TESPITI

Anabolik steroidlerin kas giiciinii arttirarak performansta {stiinliik saglamak amaciyla yaris
sporlarinda siklikla kullanildigi bilinmektedir. Bu baglamda endojen bir madde olan
testosteronun etkisini saglamak amaci ile eksojen olarak testosteron esterleri kullaniimaktadir.
Testosteron esterleri kan dolasiminda kan esterazlari tarafindan enzimatik olarak hidroliz
edilirler ve testosterona doniisiirler. Dolayisiyla kandaki ester miktarlar1 plazma ve serum

orneklerinde tespit edilebilmektedir.

Bu tez caligmasinin amaci yarig atlarinin kan orneklerinde farkli sivi-sivi ya da kati faz
ekstraksiyon teknikleri kullanilarak sivi kromatografisi - tandem kiitle spektrometresi (LC-
MS/MS) cihazi ile testosteron esterlerinin tespitinin saglanmasidir. Farkli ¢oziiciiler ve kartus
denemeleriyle uygun ekstraksiyon teknigi belirlendikten sonra gelistirilen metot Avrupa
Birligi Yaym Ofisi tarafindan yayinlanan 22 Mart 2021 tarihli 2021/808 No’lu direktife
uygun olarak valide edildi. Yapilan literatiir arastirmalarinda bu alanda gergeklestirilen
caligmalarin olduk¢a az oldugu ve o6zellikle testosteron esterleri analizlerinde tiirevlendirme
isleminin yapildig1 goriildii. Gergeklestirdigimiz tez calismasi ile; tiirevlendirme islemi
yapilmadan testosteron esterlerinin tespitinin saglanmasit ve gelistirilecek yeni metotla
literatiire 6nemli bir katki saglanmasinin yani sira doping laboratuvarlarinda eksojen
testosteron uygulamasinin tespitinde rutin olarak kullanilabilecek bir yontemin gelistirilmesi

amaclanmustir.

Anahtar Kelimeler: Anabolik Steroid, Testosteron Esterleri, At Plazmasi, At Serumu, Sivi
Kromatografisi - Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS), Doping.



ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME ANABOLIC STEROID (TESTOSTERONE) ESTERS
IN RACE HORSE BLOOD SAMPLES BY LC-MS/MS

It is known that anabolic steroids are frequently used in racing sports to increase muscle
strength and provide superiority in performance. In this context, exogenous testosterone esters
are used to provide the effect of an endogenous substance, testosterone. Testosterone esters
are enzymatically hydrolyzed by blood esterases in the bloodstream and converted to
testosterone. Therefore, ester amounts in the blood can be detected in plasma and serum

samples.

The aim of this thesis study is to detect testosterone esters in blood samples of race horses by
using different liquid-liquid or solid phase extraction techniques by using liquid
chromatography - tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). After determining the appropriate
extraction technique with different solvents and cartridge experiments, the developed method
was validated in accordance with the directive no 2021/808 dated March 22, 2021 published
by the European Union Publication Office. In the literature researches, it was seen that the
studies in this field are very few and the derivatization process was carried out especially in
the analyzes of testosterone esters. In this thesis study; in addition to making an important
contribution to the literature with the new method developed by providing the detection of
testosterone esters without derivatization process, it is also aimed to develop a method that
can be used routinely in the detection of exogenous testosterone application in doping

laboratories.

Keywords: Anabolic Steroid, Testosterone Esters, Horse Plasma, Horse Serum, Liquid
Chromatography - Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS), Doping.
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1. GIRIS

Genel olarak sportif faaliyetlerde kullanilan ve performans arttiran ilaglar doping
olarak tanimlanir. Bu tiir ilaglarin performans arttiric1 6zelliklerinin yaninda ciddi yan etkileri
de bulunmakta ve bu yan etkilere 1967 yilinda Fransa’da diizenlenen bisiklet turunda doping
etkili amfetamin maddesini aldiktan sonra bir Ingiliz bisiklet¢isinin dliimii 6rnek olarak

gosterilebilir (Arblester ve Blackman, 1981).

Anabolik steroid kullaniminin da diger doping etkili maddeler gibi gelistirici
etkilerinin yaninda fazlaca yan etkisi bulunmaktadir. Bu yan etkilere su tutulumuna bagh
olarak viicutta olusan O0dem, kalbin normalden daha fazla calismasi ve kan basincinin
yiikselmesi, kan yaglarinda artis, yag bezlerinde ki salginin artig1 ve sivilce olusumu, tendon
zedelenmesi, karaciger fonksiyonlarinda bozukluklar, prostat hastaliklari, koagiilasyon

faktorlerinde bozulma ve troid fonksiyonlar1 bozuklugu 6rnek olarak gosterilebilir (igen,
2013: 26).

Bu baglamda anabolik steroidler kas giiclinii arttirarak fiziksel performansta tistiinliikk
saglamak amaciyla yarig sporlarinda siklikla kullanilmaktadir. Testosteron ’da bu 6zellikte
olan bir anabolik steroid oldugundan eksojen olarak kullanimimin belirlenmesi koétiiye
kullaniminin engellenmesi agisindan olduk¢a Onemlidir. Testosteron etkisini saglamak
amaciyla testosteron esterlerinin (testosteron sipiyonat (TCy), testosteron dekanoat (TD),
testosteron enantat (TE), testosteron propiyonat (TP) vb) yaygin kullanimi s6z konusudur.
Dolayist ile kanda ki doping kontrol analizinde bozulmamis testosteron esterlerinin tespit
edilmesi, disaridan testosteron etkili madde uygulandiginin bir gostergesidir (Guro Forsdahl
vd., 2015: 984).

Diinya Anti-Doping Ajanst (WADA) vyaris i¢inde-disinda veya yalnizca yaris
icerisinde kullanimi yasaklanan olduk¢a fazla madde belirlemis ve bu maddeleri yasakli ilag
kategorileri, sadece belirli sporlarda yasaklanmis analitik gruplar ve yasakli metotlar adi

altinda toplayarak resmi web sayfasinda yaymlamigtir (\ WADA, 2022).

Testosteron ve diger steroidler, WADA tarafindan yayinlanan 2020 yil1 istatistiklerine
gore, rapor edilen ve en ¢ok suiistimal edilen anabolik ajanlardir (WADA, 2021). Bu
sebeplerden otiirli testosteron suiistimallerini dnlemek amaci ile kan-plazma orneklerinde
testosteron esterlerinin tespiti ile ilgili analizlerin 2018 yilinda WADA tarafindan yayimlanan
teknik dokiimana eklenmesi sonucu ¢esitli yontemlerin gelistirilmesi ilgi ¢ekmistir (de la

Torre vd., 2021: 113810).



Doping etkili tibbi olan ya da olmayan ilaglar sadece insanlara degil ayn1 zamanda
yaris atlarina da uygulanmaktadir. Ulkemizde at yarislarinda doping, “Bir atin kosudaki siirat,
kuvvet ve cesaretini veya bunlardan birini veya tiimiinii degistirmek amaciyla, normal gidalar

disinda verilen herhangi bir madde” olarak tanimlanmaktadir (Resmi Gazete, 2011).

Atl1 yapilan sporlarda doping, ilk defa 17.yy da Ingiltere’de kayit altina almmistir. At
yariglarinda ki bahisler sonucunda artan maddi menfaatler ve yaris sayisinin da artmasi
sonucunda doping etkili maddelerin kullanimi1 da artmaya basglamistir. Bu sebepten dolay1

doping kullanimi ile miicadele etmek daha 6nemli bir hal almistir (Fidan, 2017: 125).

Uzun yillardir yarig otoriteleri yarig atlar1 ve insanlarda anabolik steroidin yasakli
kullanim1 ile miicadele etmektedir (Bonnaire vd., 1995: 175). Bu kapsamda Tiirkiye nin de
tiyesi olarak yer aldigi Uluslararast At Yarisi Otoriteleri Federasyonu (IFHA), uluslararasi
safkan yaris sporlarinin lideri olarak at yarislarina bir diizen ve koordinasyon getirmek,
sporcularin refahini korumak amaci ile Amerika Birlesik Devletleri Jokey Kuliibii, irlanda
Cim Kuliibii, Biiylik Britanya Jokey Kuliibii ve Fransa Galop Dernegi‘nin kurucu ortakliginda
23 Aralik 1993 ‘te kurulmustur (IFHA, 2021).



2. GENEL BILGILER
2.1. Testosteron

Testosteron erkeklik hormonu olarak bilinmektedir. Testosteron yetiskin erkeklerde
kas protein metabolizmasini, cinsel ve bilissel islevleri, eritropoezi, plazma lipid seviyelerini
ve kemik metabolizmas1 gibi viicutta meydana gelen bir¢ok fizyolojik siireci diizenler
(Saudan, 2006: i21). Gelisim ve fiziksel 6zelliklerde artis etkisi olusturdugundan insanlarda
ve yaris hayvanlarinda doping etkili madde olarak kullanilmaktadir. Testosteron ilk olarak
1935 'te Lacqueur ve calisma arkadaslar1 tarafindan testislerden kristalin formda izole
edilmistir (Thieme ve Hemmersbach, 2010: 5). Fakat testosteron izole edildikten sonra
agizdan alindiginda ince bagirsaklardan emilerek damarlar tarafindan karacigere geger ve
burada hizla metabolize olur. Cogunlukla inaktif bilesiklere doniistiigiinden dolay1 herhangi
bir etkiye sahip olmadigi anlasilmistir. Bu kesif anabolik steroidlerin sentezine yol agmustir.
Ayrica anabolik steroidler ortamda bulunan glukortikoidleri reseptdrlerinden uzak tutarak
protein yikimlanmasini engeller ve kas olusumunun Oniinii a¢ar (Saudan, 2006: i21). Tedavi
amacli olmayan sebeplerle doping etkisi i¢in uzun siireli testosteron kullanimi sonucunda,
kardiyomiyopati, hipogonadizm ve dislipidemi gibi olumsuz saglik sorunlari ortaya ¢ikabilir
ve bu nedenle sadece adil sporlarda kullanimi bir tehdit olarak degil, ayn1 zamanda bir halk

sagligl sorunu olarak kabul edilir (Pope vd., 2014: 361).

Sekil 2.1. Testosteron Kimyasal Yapist

Testosteron kimyasal olarak sirasiyla 3. ve 17. karbonlarinda keton ve hidroksil grubu
iceren androstan sinifindan bir steroddir (Sekil 2.1). Molekiil agirligr 288,42 g/mol ‘diir.
Testosteronun tespiti genel olarak gaz kromatografisi — kiitle spektrometrisi (GC-MS) ile
idrardaki steroid madde parametrelerinin degerlendirilmesi ile yapilmaktadir (Ayotte, 2009:
81; Thieme ve Hemmersbhach, 2010: 28). Eksojen ve endojen testosteronun ayirt edilebilmesi
icin idrarda ki olgiilen testosteron/epitestosteron (T/E) orani, testosteronun eksojen olarak
alindigin1 gosterir. Epitestosteron viicutta dogal olarak bulundugu i¢in testosteron alimindan

etkilenmez ve sabit olarak kalir (T6érnvall, 2010: 9). WADA ‘na gore T/E orani 4’iin {izerinde



ise siipheli, 6’nin {lizerinde ise doping kullanildigin1 gosterir (Jakobsson Schulze, 2007: 41).
Bu degerler istatistiksel olarak belirlenmistir fakat calismalar sonucunda idrarda ki T/E
oranlarmin genetik faktorlere bagli olarak bireyler arasinda degistigi goriilmiistir (Jakobsson
Schulze, 2007: 27; Sjdqvist vd., 2008: 1878). Ornegin Japon, Cin ve Kore gibi Dogu
Asyalilar, Avrupalilara gore c¢ok daha diisiik T/E oranlarina sahip olduklarindan yanlis
negatiflik gostererek testin dogrulugunu zorlagtirmaktadirlar (Jakobsson Schulze, 2007: 27).
Iste bu sebeple plazma da bozulmamis testosteron esterlerinin tespiti, idrarda ki T/E orani

karmasasini ortadan kaldirmay1 saglayacaktir.
2.2. Testosteron Esterleri

Testosteronun ila¢ mahiyetinde kullanilan haline testosteron esteri adi verilmektedir.
Bu esterlesme olayi testosteronun 17. karbonuna bagli hidroksil grubunda gerceklesmektedir.
Halk arasinda steroid nedir sorusuna verilen cevap genel olarak sporcularin kullandigi ve
aslinda saghiga zararli oldugu diisiiniilen ilaglar olmustur. Aslinda bu ilaglar baz1 tedavilerde
kullanilmak i¢in iiretilmis ve saglikli biinyelerde kullanimi1 sakincalidir. Fakat bu ilaglar yani
testosteronun ester formlart genellikle kaslarin hacim kazanmasi ve viicut gelisiminin

hizlanmasi i¢in yasa dis1 olarak kullanilmaktadir.

Plazmada tespit edilen esterlerin varligi, yasa dis1 eksojen olarak uygulanmis sentetik
iriinler ile viicutta dogal olarak bulunan endojen hormonlarin ayrimimin yapilmasina izin
vermektedir. Testosteron etkisini saglamak amaciyla testosteron esterlerinin (TCy, TD, TE,
TP vb) kullanim amaci etken maddenin yarilanma Omriinii uzatarak etkisinin devamliligini

saglamaktir.

Ormnek olarak tek basma oral yolla alinan testosteron ortalama 24 saat yarilanma
omriine sahip olmakla birlikte 1-2 giin igerisinde viicuttan tamamu ile atilirken, sentetik olan
ester halleri ortalama 3 giin ile 15 giin arasinda yarilanma Omriine sahip ve 2 haftadan 3 aya
kadar bir siirecte viicuttan tamami ile atilmaktadir (Anabolik Ansiklopedisi, 2020). Her bir
esterin kimyasal yapisinda ki uzun zincir yapilara bagli olarak etki siiresinin devamlilig1

degismektedir.
2.2.1. Testosteron Propiyonat (TP)

Testosteron propiyonat, 1936 yilinda kesfedilmis ve 1937 yilinda tibbi kullanim amaci
ile pazarlanan ilk testosteron tiirevidir (Behre ve Nieschlag, 2012: 321; Korenchevsky vd.,
1937: 475). 1960l yillara kadar tipta yaygimn bir sekilde kullanilmis fakat 1950’li yillarda



yeni sentezlenen ve daha uzun siire etki gosteren testosteron enantat ve testosteron sipiyonat

yavas yavas testosteron propiyonat ‘mn yerini almistir (Behre ve Nieschlag, 2012: 316).

Kisa bir yarilanma omriine sahip olmakla birlikte viicuttan atilim stiresi yaklagik 1-2
giin arasindadir (Nieschlag vd., 2010: 442). Kimyasal olarak testosteron ‘un 17 pozisyonuna

baglanmis olan propiyonik asit ‘ten olusmustur (Sekil 2.2). Molekiil agirligi 344,5 g/mol “diir.

Sekil 2.2. Testosteron Propiyonat Kimyasal Yapisi
2.2.2. Testosteron Enantat (TE)

Testosteron tiirevleri arasinda en bilindik ve yaygin kullanilan anabolik steroiddir.
Testosteron propiyonat ’tan sonra 1950°1i yillarin basinda sentezlenen testosteron enantat,
uzun ester yapist sayesinde yavas ve uzun siireli bir etki olusturmaktadir. Bu o6zelligi
sayesinde testosteron propiyonat ‘in yerini alarak 1954 yilindan itibaren tipta uzunca bir siire

yaygin olarak kullanilmistir (Behre ve Nieschlag, 2012: 317).

Testosteron ile karsilastirildiginda ¢ok daha uzun siiren bir yarilanma omriine sahiptir.
Kas i¢ine enjekte edilen testosteron enantat’in yarilanma omriiniin yaklasik olarak 4-5 giin ve
atilim siiresinin ise yaklagik 8-9 giin arasinda oldugu bildirilmistir (Luetjens vd., 2007: 423,
Nguyen vd., 2018: 3). Kimyasal olarak yine testosteron ‘un 17 pozisyonuna enantik asit veya
diger bir adiyla heptanoik asitin baglanmasi sonucu olusmustur (Sekil 2.3). Molekiil agirhgi

400,6 g/mol ‘diir.

Sekil 2.3. Testosteron Enantat Kimyasal Yapisi



2.2.3. Testosteron Sipiyonat (TCy)

Testosteron enantat ile ayn1 donemlerde sentezlenmis yarilanma omrii, etki siiresi gibi
Ozellikleri bakimindan birbirlerine ¢ok benzemektedirler. Tedavi amagh olarak tipta
birbirlerinin yerine kullanilabilmektedir. Tek farki kimyasal yapisinda fazladan bir karbon
oldugu i¢in kiigiikte olsa yarilanma 6mrii testosteron enantat ‘tan daha uzundur. Yapi olarak
yakin Ozelliklere sahip olduklari i¢in testosteron sipiyonat ‘ta uzun etkili bir anabolik
steroiddir (Llewellyn, 2011: 214). Testosteron enantat ile birlikte yaygin kullanilan ve popiiler
olan iki steroidden biridir. Kimyasal olarak diger esterler gibi testosteron ‘un 17
pozisyonuna sipiyonik asit veya diger bir adiyla siklopentilpropiyonik asitin baglanmasi

sonucu olugmustur (Sekil 2.4). Molekiil agirhigi 412,6 g/mol ‘diir.

Sekil 2.4. Testosteron Sipiyonat Kimyasal Yapisi
2.2.4. Testosteron Dekanoat (TD)

Diger esterler gibi yine tipta tedavi amach iiretilmis olmasina ragmen yar1 dmriiniin
uzun olmasi tedavi diginda kotiiye kullanim agisindan da ilgi ¢ekmistir. Yarilanma omrii
yaklasik olarak 15 giindiir. Bunun sebebi kimyasal olarak testosteron’a 17 pozisyonunda
diger esterlerden daha uzun bir ester yapisi olan dekanoik asitin bagli olmasindan kaynaklidir
(Sekil 2.5). 1970 “li yillarda ilk tiretim izni alinmigtir. Pazarda tek basina bir siispansiyonu
olmamakla birlikte (Sustanon® 250) ilag igerisinde 3 farkli testosteron esteri ile birlikte yer
almaktadir (Behre ve Nieschlag, 2012: 323; Fisher vd., 2009: 170). Molekiil agirlig1 442,7

g/mol ‘diir.

Sekil 2.5. Testosteron Dekanoat Kimyasal Yapisi



2.3. Sivi Kromatografi - Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)

Yiiksek performansh sivi kromatografisinin (HPLC) kiitle spektrometresi ile kombine
edilmesi sonucunda farkli numune matrislerinde bulunan diisiik derisimlerde ki analitlerin
tayini oldukga hassas bir sekilde yapilabilmektedir. Analitlerin kalitatif ve kantitatif olarak
tayin edilmelerinin yan1 sira analitin kimyasal yapisi hakkinda da bilgi sahibi olmay1 saglar.
Sivi kromatografi analiz edilecek numunedeki bilesenleri birbirinden ayirirken, kiitle
spektrometre de bilesen yapisinin tanimlanmasinda rol almaktadir. Ozellikle ilag bilimi, gida,
kozmetik, tarim kimyasallar1, kalint1 analizleri vb. gibi alanlarda yaygin olarak kullanilan en
onemli enstriimantal cihazlardan biridir. LC-MS/MS cihaz1 baslica, veri kaydedici, HPLC

tinitesi ve kiitle spektrometresi tinitelerinden olusmaktadir (Sekil 2.6).

nnlllullllllllllllllllllum

Veri Kaydedici (PC) HPLC Unitesi Kiitle Spektrometresi (MS)

Sekil 2.6. LC-MS/MS Cihazi

Kaynak: (Harvard University, 2022)

HPLC cihaz1 tek basina hareketli (mobil) faz ¢ozelti siseleri, pompa, Ornekleme
(enjeksiyon) alani, kolon, kolon firin1 ve UV dedektorden olusmaktadir. Fakat kiitle
spektrometresi ile kombine edildiginde UV dedektor iinitesi cihazdan ayrilir ve kolondan
sonra dedektor olarak kiitle spektrometresi kullanilir. Hareketli faz, analiz edilecek olan
numune bilesenlerinin kimyasal 6zelliklerine (pKa, polarite vb.) gore hazirlanan ¢ozeltilerden
olugmaktadir. Bu ¢ozeltiler pompanin 6zelliklerine gore ikili veya dortlii olarak belirlenen

oranlarda karisim halinde kullanilabilmektedir.

Pompa finitesi, i¢erisinde bulunan pistonlarin hareketiyle ¢ozelti halinde hazirlanan
hareketli fazi istenilen oranlarda pompalayarak analiz edilecek bilesenlerin kiitle

spektrometresine kadar ulagsmasinda gorev alir.

Ornekleme alani, manuel veya otomatik olarak sistem icerisine Ornegin istenilen

oranda enjekte edilmesinde gorev alir.



Kolon ve kolon firmi iinitesi; pompa sayesinde hareketli faz ve 6rnek akis sistemi
icerisinde birleserek belirlenen karigim ve akis hizi ile birlikte kolon igerisinden geger.
Kolonlar genelde paslanmaz c¢elikten yapilmis, yaklasik olarak 600 bar basinca kadar
dayanabilen, igerisinde ¢esitli dolgu materyallerinin (C8, C18 vb.) bulundugu, farkli boyut ve
i¢ ¢aplara sahip malzemelerdir (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Tipik HPLC Kolon Cesitleri
Kaynak: (Labmarker, 2022)

Kolonlarda dolgu materyali (adsorbent) olarak temelde silika kullanilmakta ve
bilesenler silika {izerinde bulunan por yiizeylerine tutunmaktadirlar (Sekil 2.8). Kolonlar ters
ya da normal faz olma gibi farkli 6zelliklere sahip olan sabit fazlardir. Bu 6zelliklerine gore
silikaya baglanacak olan gruplar da degisiklik gostermektedir. Hareketli fazla birlikte
kolondan gegen Ornekte bulunan bilesenler 6zelliklerine gore kolon igerisinde bir siire
alikonulmaktadir. Bu alikonma zamani (RT); kullanilan hareketli faz, sabit faz (kolon) ve
ornek icerisindeki bilesenlerin ylizeyde tutunma (adsorpsiyon) oOzelliklerine gore
degismektedir. Bu sayede bilesenlerin dedektore ulagsma zamanlari da degiskenlik
gostereceginden ayristirilmalart kolaylasir. Kolonun sabit bir sicaklikta tutulmasi yapilacak
olan c¢aligmanin Kkalitesi acisindan Onem arz etmektedir ve bu amagla kolon firmi

kullanilmaktadir. Kolon firinlarinin blok ya da hava akimli olan tiirleri bulunmaktadir.

Silikea jel yitzeyi

Sekil 2.8. Sabit Faz (Kolon) I¢i Dolgu Materyali Yapist
Kaynak: (Goktas, 2019: 28)



Kiitle spektrometresi icerisinde farkli tinitelerden olusan bir cihazdir. Bu cihazn ilk
pargast iyon kaynagidir. Burada analiz edilecek bilesenler pozitif veya negatif iyonlastirilarak
dedektdre gonderilmektedir. Iyonlastirma islemi ise bilesenlerin ozelliklerine gore yaygin
olarak Elektrosprey Iyonizasyon (ESI) veya Atmosferik Basingta Kimyasal Iyonizasyon
(APCI) teknikleri kullanilarak gergeklestirilmektedir. Burada iyonlastirilan bilesenler sirali
kiitle analizoriinden gegerek kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore sirali kuadrupoller sayesinde
ayristirilir ve dedektore gonderilerek analiz edilir. Kuadrupol, dort kutuplu silindir gubuktan
olusmakta ve ikisi negatif ikisi pozitif degisken dogru akim kaynagindan beslenmektedir.
Cubuklara uygulanan dogru akim sonrasinda iyonlar hizlandirilarak belirlenmis m/z oram
disinda kalan tiim iyonlar yiiklerinden arindirilir. Notr olan iyonlar ortamdan uzaklasirken
belirlenen m/z oranina sahip iyonlar ilerlemeye devam etmektedir (Goktas, 2019: 30). Sirali
kuadrupoller ise ii¢ adet dort kutuplu silindir gubuklardan olusmakta ve Uglii Kuadrupol
(QQQ) olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.9). Yapilan bu analiz yiiksek duyarlilikta bilesenleri

olusturan molekiillerin yapi tayini veya bilesenlerin tanimlanmasi gibi nicel bir analizdir.
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Sekil 2.9. Uclii Kuadrupol (QQQ) Yapist ve Ozellikleri

Iyon kaynaginda pozitif ya da negatif olarak iyonlastirilan molekiiller kuadrupol-1
(Q1)‘e ulastiktan sonra iyonlar filtrelenerek sadece se¢ilmis olan analit iyonlarinin gegisine
izin verilir. Kuadrupol-2 (Q2)‘ye ulasan ana iyon burada ¢arpisma enerjisine (argon, azot
veya helyum gazlar1 vb. ile) tabii tutularak pargalanma veya iiriin iyonlar1 olusturulur.
Parcalanma sonrasi fazlaca olusan iyonlar kuadrupol-3 (Q3)‘e gonderilir. Burada sadece nitel
ve nicel olarak ana iyonun bir nevi kimligini olusturan segilmis karakteristik tiriin iyonlarinin

gecisine izin verilerek dedektore ulasmasi saglanir (Sekil 2.9).

Dedektore ulasan {irlin iyonlar burada bir sinyal olustururlar. Dedektorde olusan sinyal

gorlintiiler1 veri kaydedici (PC) tarafindan cihaza 6zel bir yazilim ile kayit altina alinir.



Boylece analite 6zel olan RT ve m/z oranlar1 kullanilarak tanimlama veya yorumlama islemi
yapilir. Benzer veya ayni kiitle/yiik oranlarina sahip oldukga fazla analit bulunmaktadir. Fakat
ayni parcalanma veya iiriin iyonlarina sahip ¢ok daha az analit vardir (Eser ve Sepici Dingel,
2018: 55).

2.4. Validasyon

Bir metodun, belirlenen performans kriterlerine uygunlugunun objektif olarak
saptanmasi amaci ile ilgili metot parametrelerinin incelenerek gegerliliginin yazili delillerle
belgelenme islemidir. Validasyon tek bir laboratuvar igerisinde yapilacagi gibi birden fazla
laboratuvarin katilmasiyla laboratuvarlar arasi ¢alisma ile de yapilabilmektedir. Yapilan bu
islemin amaci se¢ilmis olan metodun istenen performans ve kalitede sonug verebilecegini test
etmenin yaninda rutin analizlerde kullanildiginda istenen performansi elde etmek icin gerekli
kosullar1 saglamak ve kontrol altinda tutmaktir. Bir kalite standardina uygun olarak ¢alisan
laboratuvarlarin rutinde kullandig1r metotlar1 valide etmesi kalite sistemi acisindan énem arz
etmektedir (TOB-GKGM, 2018: 11). Ayrica validasyon islemi, doping laboratuvarlarinda
hatali sonu¢ verme sonrasi Ortaya cikabilecek telafisi zor, yiiksek maddi ve manevi
magduriyetler ve uzun siiren yargi siiregleri gibi sorunlar ile karsilasilmamasi adina daha
onemli hale gelmektedir. Dolayisi ile rutinde kullanilan metotlarin valide edilmesi analizlerin
gecerliligi agisindan hem analizi yapan kisiyi hem de sonuglardan etkilenecek kisi ve

makamlar1 koruma altina almaktadir.
2.4.1. Validasyon Parametreleri

Avrupa Birligi’nin 2021/808/EU direktifine gore tarama yapilan bir metot igin asagida
belirtilen kriterlerin hesaplamasinin yapilmasi gerekmektedir. Tez g¢alismasi kapsaminda
kalitatif validasyon islemi belirtilen bu kriterler ve Resmi Yaris Kimyagerleri Birligi (AORC)
tarafindan yayinlanan kriterler temel alinarak yapilmistir (AORC, 2015; Publications Office
of the European Union, 2021).

Tablo 2.1°de gri boyal1 belirtilen parametreler kalitatif tarama metotlarinda yapilacak
validasyon igin gerekli olan parametrelerdir. Tez ¢alismasi kapsaminda s6z konusu

parametreler her bir testosteron esteri i¢in ayr1 ayri degerlendirildi.
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Tablo 2.1. Analitik Yontemlerin Performans Ozelliklerine Gore Siniflandirilmasi

Dogrulama Tarama
Metotlar Yari-
Kalitatif | Kantitatif | Kalitatif ... | Kantitatif
Kantitatif

Maddeler A A B A B A B A B
Tanimlama X X
Karar Limiti (CCa) X X
Algilama Yetenegi (CCP) X X X
Dogruluk X X
Kesinlik X X X
Matriks Etkisi / Mutlak « «
Geri Kazanim
Segicilik / Ozgiilliik X X X X
Stabilite* X X X X
Saglamlik X X X X

A: Yasaklanmis veya yetkisiz maddeler B: Izin verilen maddeler

*. Bir matriks icindeki analitler icin stabilite verileri bilimsel literatiirden veya baska bir laboratuvardan
temin edilebiliyorsa, bu verilerin ilgili laboratuvar tarafindan yeniden belirlenmesine gerek yoktur. Ancak

mevcut stabilite verileri ayni kosullar uygulandiginda gegerlidir.

Kaynak: (Publications Office of the European Union, 2021: L180/96)

2.4.1.1. Segcicilik / Ozgiilliik

2021/808/EU nolu direktife gore galismada tespit edilmek istenen analit ile benzer

maddeler arasindaki ayrim olabildigince iyi Olgiide yapilmalidir. Endojen maddeler,

metabolitler,

numune matriksten gelebilecek bilesikler vb. gibi bilesenlerden ortaya

cikabilecek olasi bir etkilesim belirlenmeli ve gerekirse bu girisim etkilerinden kaginmak igin

yontem degistirilmelidir.

Yontemin 6zgiilliiglinii belirlemek i¢in asagidaki yaklasimlar kullanilmalidir.
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< Orneklerde bulunabilecek olan benzer yapidaki kimyasal maddeler veya bilesikler tespit
edilmeli ve bunlarin ilgilenilen analitlerin analizine girisim etkisi gdsterip gdstermeyecegi

dogrulanmalidir.

¢ Calismada kullanilacak matriks tiiriinden en az 20 farkli 6rnek (lot, hayvan tiirii vb.) analiz
edilerek tespit edilmek istenen analitin alikonulmasi beklenen bdlgede herhangi bir pik

veya sinyalin olup olmadigi kontrol edilmelidir.

+ Kullanilacak olan kér numunelere belirlenen derisim seviyesinde analitin tanimlanmasina
ve/veya miktariin belirlenmesine girisim etkisi yapabilecek benzer yapidaki maddelerle
yiikleme yapilmali ve yliklenen maddelerin girisim yaparak yanlis bir tanimlama yapip
yapmayacagi, tespit edilmek istenen analitin tanimlanmasina engel olup olmayacagi ve
Olgtimlere 6nemli derecede etki edip etmeyecegi arastirilmalidir (Publications Office of the
European Union, 2021: L 180/100).

2.4.1.2. Algilama Yetenegi (CCP)

Tarama metotlarinda analiz edilecek maddelerin CCpB degeri mutlaka belirlenmelidir.
Bu konuda yasakli/yetkisiz kullanilan ve farmakolojik olarak aktif maddeler s6z konusu
oldugunda CCP; numunelerin istatistiksel kesinligi ile birlikte tespit edilebilen veya
miktarmin belirlenebildigi en diisiik derisim olarak tanimlanmaktadir. Bu durumda yapilan
validasyon calismalarinda elde edilen sonuglarin uyumsuzluk (B hatasi) oraninin %5’i
gegmemesi gerektigi bildirilmektedir (Publications Office of the European Union, 2021:
L180/103).

2.4.1.3. Saglamhk (Minor Degisiklikler)

Kullanilacak analitik yontemin, ortaya ¢ikabilen farkli 6rnekleme kosullar1 veya rutin
yapilan analizlerde meydana gelebilecek kiigiik degisiklikleri iceren farkli deneysel kosullar
altinda stirekli performansi kontrol edilmelidir. Y6ntemin saglamligini tespit etmek igin rnek
miktari, pH, sicaklik, ekstraksiyon siiresi, basing, kolon sicakligi, farkli parti veya iiretim
tarihli kimyasallar vb. gibi deneysel parametreler ve sartlar (mindr) degistirilerek inceleme

yapilmalidir. Bu saglamlik testleri igin farkli varyasyon ve yaklasimlar belirlenmistir.
2.4.1.4. Stabilite (Kararhhk)

Saklama veya analiz sirasinda gozlenen Ornekteki analitin veya matriks bileseninin
kararliliginin yetersiz olmasi analiz sonuglarinda 6énemli sapmalara ve hatalara neden olabilir.

Saklama kosullarinin izlenmesi normal laboratuvar akreditasyon ve kalite kontrol sisteminin
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bir parcast olmalidir. Matriksteki analitler i¢in daha Once yapilmis stabilite verilerine
ulagilabiliyorsa (6rn. literatiirlerde yayinlanmis veriler vb.) bu verilerin her bir laboratuvar
tarafindan belirlenmesine gerek yoktur. Fakat bu durumun kabul goérmesi icin ¢ozelti ve
matriks icindeki analitlerin, daha 6nce yapilan stabilite ¢alismalarinda uygulanan kosullar ile
laboratuvardaki kosullar ayni1 ise mevcut verilere atifta bulunulmasi gerekmektedir. Gerekli
verilere erisilemedigi durumlarda ¢o6zelti ve matriks igerisindeki analitlerin stabilitesi
hakkinda c¢alisma yapilmasi gerekir (Publications Office of the European Union, 2021:
L180/101).

a) Analitin ¢6zeltideki stabilitesi

Analitin veya analitlerin taze stok c¢ozeltileri hazirlanir. Her segilen derisimden
(kendisi i¢in izin verilen limit tesis edilmemis maddeler i¢in minimum gerekli performans
limiti civarinda veya diger maddeler i¢in izin verilen limit civarinda) yeterli alint1 elde etmek
icin (6rn. 40 adet) analiz talimatinda belirtildigi gibi seyreltilir. Yiikleme yapmak igin
kullanilan ve final analiz ¢ozeltisinde kullanilan her iki analit ¢zeltisi ve ilgili diger ¢ozeltiler

(yani tliretilmis standartlar gibi) hazirlanir.

Analiz talimatina uygun olarak taze hazirlanmig ¢6zeltinin analit icerigi analiz edilir.

Uygun hacimler uygun kaplara dagitilir, etiketlenir ve Tablo 2.2°ye gore saklanir.

Tablo 2.2. Cozeltideki Analitin Stabilite Tayin Semasi

-20°C +4°C +20°C
Karanlik 10 alint1 10 alint1 10 alint1
Aydinlik - - 10 alint1

Kaynak: (Publications Office of the European Union, 2021: L180/101)

¢+ Saklama siiresi bir, iki, ti¢ ve dort hafta gerekirse daha uzun, 6rnegin tanimlama veya
miktar tayini sirasinda ilk pargalanma veya bozunma olgulari gozlenebilinceye kadar

secilmelidir. Maksimum saklama zamani ve en uygun saklama kosullar1 kaydedilmelidir.

% Her alintidaki analitin/analitlerin derisiminin hesaplanmasi analiz aninda taze hazirlanmis

analit ¢Ozeltisini kullanarak %100 olarak yapilmalidir.
Kalan analit (%) = Ci x 100 / Ctaze
Ci = belirlenen siire sonundaki derisim

Ctaze = taze ¢Ozeltinin derisimi (Co = Baglangi¢ derigimi)
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b) Analitlerin matriks i¢indeki stabilitesi

% Miimkiin oldugunda, hedef olan matriks kullanilmalidir. Hedef olan matriks miimkiin

degilse, analitle ylikleme yapilmig matriks kullanilmalidir.

¢+ Hedef olan matriks miimkiin oldugunda derisimi hala tazeyken yani ilk hazirlandig1 anda
belirlenmelidir. Matriks -20°C veya gerekirse daha diisiik sicakliklarda saklanmali ve fazla
miktarda &rnek alinmalidir. Ornek laboratuvarda tutuldugu siirece analit derisimleri

belirlenmelidir.

% Eger hedef olan matriks miimkiin degilse, bir miktar bos matriks alinarak homojenize
edilir. Matriks bes kisma boliiniir. Her kisim tercihen kii¢iik miktarlarda sulu ¢6zelti olarak
hazirlanmis olmasi gereken analitle takviye edilir. Ayrilan matriks kisimlarindan bir kismi
hemen analiz edilir. Kalan kisimlar en az -20°C’de veya gerekirse daha diisiik sicakliklarda
saklanir ve bunlar kisa, orta-uzun ve uzun siireli saklama sonrasi analitik yontem dikkate

alinarak analiz edilir.
% Maksimum ve en uygun kabul edilebilir saklama kosullar1 kaydedilmelidir.

Saklanan bes matriks kismi soliisyonunun ortalama degeri, yeni hazirlanmig bes kisim
sollisyonun ortalama degerinden ve yontemin laboratuvar ici tekrar iiretilebilirliginden daha
fazla farklilik gostermemelidir. Yiizde farkinin hesaplanmasinda yeni hazirlanmis bes
¢ozeltinin ortalama degeri esas alinmalidir (Publications Office of the European Union, 2021
L180/102).

2021/808/EU direktifine gore belirlenen matriks tiirli ve icerisindeki analitlerle ilgili
daha once yayinlanmis veya baska bir laboratuvar tarafindan yapilan stabilite caligmasina ait
verilere erisilebiliyorsa ayni kosullar altinda olmak sartiyla tekrardan stabilite calismasina

gerek yoktur (Publications Office of the European Union, 2021: L180/96).

14



3. LITERATUR ARASTIRMALARI

Literatlir arastirmalar1 sonucunda plazmada testosteron esterlerinin tespitine ait
caligmalarin olduk¢a az oldugu gézlemlendi. Genel olarak idrarda serbest testosteron tespitine
yonelik ¢alismalarin oldugu goriildii. Ayrica analit tespitlerinde GC-MS cihazi kullaniminin
daha fazla olduguna rastlandi. Arastirmalar sonucunda plazma/serum {izerine yapilan bazi

ornek caligmalarin metotlar karsilastirilarak degerlendirildi.

De La Torre vd. (1995: 1395), calismalarmma gore rutin analizlerde uygun
tirevlendirme isleminin daha iyi olacagi belirtilmistir. Sebebi ise tiirevlendirilmemis
testosteron esterlerinin GC-MS cihazinda yapilan analizinde esterlerin kolondaki ayrilmadan
sonra dedektor tarafindan tespit edilmesinin oldukca gii¢ oldugu anlatilmistir. Diisiik
¢ozinirliikten dolayr keskin ve yiiksek pik elde edilememektedir. Yapilan g¢alismada
testosteron esterlerinin analizi sirasinda silil ve acil tlirevleri denenmis ve yontemin eksojen
olarak ester uygulamasinin saptanmasinda yararli oldugu gosterilmistir. En iyi tiirevlendirme
isleminin ise trimetilsilil tiirevi ile oldugunu ve taramalar i¢in GC-MS, daha yiiksek hassasiyet
icin Gaz Kromatografi Tandem-Kiitle Spektrometresi (GC-MS/MS) cihazinda uygun kosullar

sundugu anlatilmistir.

Gray vd. (2011: 212), ¢alismalarinda Ultra Performansli Sivi Kromatografisi Tandem-
Kiitle Spektrometresi (UPLC-MS/MS) i¢in sivi — sivi ekstraksiyon (LLE) yontemi kullanmig
ve yine metoksiamin hidrokloriir ile tiirevlendirme yapmuglardir. Gelistirmis olduklari
yontemi, ilaglarin atlara kas i¢i olarak enjekte edilmesinin ardindan kan 6rneklerini analiz
etmek icin kullanmislardir. Enjekte edilen testosteron esterlerinin dordiinii, uygulamadan
sonra minimum 200 saat boyunca plazmada tespit edebilmislerdir. Testosteron dekanoatin
caligma siiresi boyunca plazmada tespit edilen en uzun siireli ester oldugunu ileri

stirmiislerdir.

Kaabia vd. (2013: 139), diger yontemlere gore farkli olarak daha disiik 6rnek
hacimleriyle g¢aligmanin yaninda glikoprotein-steroid ester bagimi zayiflatmak amaci ile
yiikksek 1sida ultrasonik banyo ile bir saatlik 6n islem yapilmistir. Numune hazirlama
asamasinda SPE kullanilmis ve eliisyon ¢ozelti hacimlerinde azaltma ve farkli ¢oziiciiler
kullanma yoluna gidilmistir. Iki farkli fraksiyon ¢alisilmis ve ilk fraksiyon tiirevlendirme
asamasina tabii tutularak tilirevlendirme yapilmayan ikinci fraksiyon ile birlikte analiz
edilmistir. Kullanilan cihazin yiiksek duyarlilig1 ve kantitatif yonii sayesinde kan 6rneklerinde

eser miktarda anabolik esterlerinin tespiti saglanmistir. Fakat bu yontemde hem iki asamal1 bir
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fraksiyon, hem tiirevlendirme, hem de 6n islem uygulanmasi zaman ve ekonomik agidan

dezavantajli bir yontem sayilabilmektedir.

G. Forsdahl vd. (2013: 829), tarafindan gelistirilen metodun tiirevlendirme ve
ekstraksiyon asamalarinda kullanmis olduklart yontem olduk¢a ilgi ¢ekicidir. Farkh
yontemlerde rastlamis olduklar1 LLE yonteminde kullanilan tiirevlendirme basamaginda
metoksiamin hidrokloriir yerine hidroksilamin kullanilmigtir. Sebebi ise metoksiamin
hidrokloriiriin kromatogramda ¢ift pik vermesidir. Cift pik sorununun nedenini biiyiik
olasilikla karbon-azot c¢ift bag1 etrafindaki kisitli doniisiin neden oldugu E ve Z geometrileri
oldugunu belirtmislerdir. Hidroksilamin kullanarak bu sorunun Oniine ge¢mislerdir.
Ekstraksiyon asamasinda eklenen farkli ¢oziiciiler ise diger yontemlere gore bu yontemi 6ne
cikarmistir. Polarite farkliliklarindan dolayr kisa ve uzun zincirli testosteron esterlerinin
ekstraksiyonu kolay olmamaktadir. Testosteron dekanoat ve testosteron undekanoatin polar
olmayan uzun zincirli yapilar1 sebebiyle geri kazanimi arttirabilmek icin LLE‘den Once
numuneye metanol eklenmistir. Esterlerin ylizey tutunmalarini  Onlemek igin ise

dimetilsiilfoksit eklenmis ve LC-MS/MS i¢in duyarli bir yontem gelistirmislerdir.

Van Renterghem vd. (2020: 4), ¢alismalarinda fraksiyon basamagini kullanmis ve GC-
MS cihazina temiz bir numune akisini hedeflemislerdir. Bu fraksiyonun ilk adimi LLE’dir.
Ikinci adimda ise testosteron ester yapilarina benzer bir 6zellige sahip olan kanda ki lipit
yapilarini uzaklagtirmak i¢cin HPLC cihazini kullanmiglardir. Kanda fazlaca bulunan bu lipit
yapilarinin (6rn; kolesterol) esterlere girisim yaparak ortaya olumsuz sonuglar ¢ikardigini
belirtmislerdir. Fraksiyonun bir diger avantaji1 ise temiz bir 6rnek elde edildigi i¢in cihazin
sistem kirliligini dnlemektedir. Ornek hazirlamanin son asamasi olan tiirevlendirme adiminda
da, LC-MS/MS cihazinda tek ve keskin pik elde eden G. Forsdahl vd. (2013)’nin
caligmasinda kullanilan hidroksilamin  yerine  N-Metil-N-(trimetilsilil)trifloroasetamid
(MSTFA) kullanmay1 tercih etmislerdir. Sebebi ise MSTFA’nin GC-MS cihazinda esterlerin
daha yiiksek hassasiyetle tespit edilebilmesini saglamasidir. Ayrica doping kontrol
laboratuvarlarinin genel olarak idrar analizlerinde kullandigt MSTFA haricinde farkli bir
tiirevlendirme maddesi kullanmadan kan analizlerini de rutin olarak yapabileceklerini ifade
etmiglerdir. GC-MS/MS i¢in gelistirdikleri yontemin LC-MS/MS yontemine alternatif bir
yontem oldugunu ve yiiksek duyarliligini géz oOniinde bulundurarak, De La Torre vd.

(1995)’nin yontemine gore daha iistiin oldugunun kabul edilebilecegini savunmuslardir.
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Matraszek-Zuchowska vd. (2020: 4)’nin yaptigi c¢alismada altt farkli yontem
kullanilmis ve bu yontemler igerisinde en iyi geri kazanimi basit bir ¢ozelti (n-heptan - etil
asetat karisimi) ile LLE ve sonrasinda metoksiamin hidrokloriir ile tiirevlendirme yaparak
saglamiglardir. Fakat bu yontemde daha Once de bahsedildigi gibi kromatogramda
tirevlendirmeden kaynakli c¢ift pik goriilmiistiir. Diger yontemlerde ise geri kazanim ve

tekrarlanabilirligin oldukea diisiik oldugu gézlemlenmistir.

Stastny vd. (2020: 2)’nin analiz yonteminde GC-MS tekniginin biyolojik numunelerde
diistik derisimlere inebildigine deginilmis fakat maliyetli ve zaman alici 6rnek hazirlama
evresi oldugundan da bahsedilmistir. Bu sebeple numune hazirlama evresi daha ekonomik,
hizli ve tiirevlendirme basamagi olmayan LC-MS analiz yontemi tercih edilmistir. Bununla
birlikte LC-MS cihazina eklenen HPLC modiilii ile GC-MS’ten daha yiiksek hassasiyet elde
edildigi de belirtilmistir.

Testosteron esterleri veya anabolik steroid esterlerinin tespiti ¢alismalarinda cesitli
metotlar kullanilmis ve ¢ogunlukla ortak nokta olarak tiirevlendirme adimi kullanilmistir.
Tiirevlendirme her ne kadar molekiilii bliylitmeye ve dedektor tarafindan daha iyi tespit
edilebilmeyi saglasa da hem maliyeti hem de analiz siiresini arttirmaktadir. Bazi
tirevlendirme basamaklarinda ise kromatogramda kafa karisikligina sebebiyet veren ¢ift pik
sorunu gozlemlenmistir (Gray vd., 2011: 210; Matraszek-Zuchowska vd., 2020: 7). Rutin
analizlerde kullanildiginda artan siire, kromatogram sorunu ve maliyet oldukca Onem
kazanmaktadir. Ayrica tiirevlendirme adimi otomasyon sistemine baglanamadigi igin is gilicii

kayb1 durumu da 6nemli bir sorundur.

GC-MS cihaz1 biyolojik orneklerde nanogram seviyelerinde anabolik steroid
diizeylerinin tespitinde kullanilir (Zhang vd., 2009: 1083). Bunun yami sira GC-MS
yontemleri steroid analizleri i¢in karigik, uzun siireli ve maliyeti yiiksek bir numune tiirevleme
basamagi gerektirir (Stastny vd., 2020: 2). Genel olarak bu tiirevleme kararsizdir ve analiz
esnasinda 1s1 ile bozulabilme olasiligi oldugundan kullanilan yontemde tekrarlanabilirligi
olumsuz yonde etkilemektedir (He vd., 2005: 143). Tiim bunlarin aksine LC-MS/MS y6ntemi
hizli, ekonomik ve numune hazirlama esnasinda tiirevleme islemine ihtiyag duymaz (Stastny
vd., 2020: 2). Testosteron esterlerinin saptanmasinda GC ve LC ydntemleri birbirlerinin
alternatifi  olarak  degerlendirilebilir. ~ Kullanilacak  yontemin belirlenmesi  analiz
laboratuvarlarinin altyapisina bagli olarak degismektedir. Dolayis1 ile uygunluk kontrolii

analiz laboratuvarlarinin inisiyatifine birakilmistir.
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal

Calismada kullanilan referans maddeler, kimyasal maddeler, cihaz ve ekipmanlara ait

cesitli bilgiler asagida basliklar halinde belirtilmistir.

4.1.1. Referans Maddeler

Calismada kullanilacak olan sertifikali referans maddeler ana stok olarak 1 mg/mL

derisimde hazirlandi. Ana stok c¢ozeltiden 40 ng/mL derisimde olacak sekilde calisma

standart: hazirland. I¢ standart (IS); drnekler icerisinde bulunma imkani olmayan ve tespit

edilmek istenen analitlere yap1 olarak ¢ok benzeyen fakat ayni etkiyi gostermeyen

maddelerdir. Bu sebeple ekstraksiyon asamalarinda olusan aksakliklar veya kayiplarin

kontrolii amaciyla 6rneklere 1S olarak testosteronun déteryumlu hali olan Testosteron-D3 (T-

D3) eklenmistir. Calismada kullanilan referans maddelerin adi, CAS numarasi, saflik derecesi,

markasi ve saklama kosullar1 gibi bilgileri Tablo 4.1 ‘de verilmistir.

Tablo 4.1. Tez Calismasinda Kullanilan Referans Madde Listesi

Ad1 CAS-No Saflik (%0) Markasi Saklama (°C)
TP 57-85-2 > 08 Steraloids Inc. 20
TE 315-37-7 > 98 Steraloids Inc. -20
TCy 58-20-8 > 98 Steraloids Inc. <8
TD 5721-91-5 99,1 LGC Standarts 2-8
T-D3 (IS) 77546-39-5 99,79 HPC Standarts 20
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4.1.2. Kimyasal Maddeler

Tez c¢alismalarinda hazirlanan ¢ozeltilerde ve ekstraksiyonda kullanilan kimyasal

maddelere ait bilgiler Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasal Madde Listesi

Kimyasal Adi CAS-No Saflik (%) Markasi
Metanol (MeOH) 67-56-1 99,8 J.T Baker
Asetonitril (ACN) 75-05-8 99,9 J.T Baker
Sodyum Hidroksit 1310-73-2 32 Chemlab
Potasyum Dihidrojen Fosfat ~ 7778-77-0 99,8 Merck
Hidroklorik Asit 7647-01-0 30 Merck
Amonyum Format 540-69-2 99 Honeywell Fluka
Formik Asit 64-18-6 98 Merck

4.1.3. Cihaz ve Ekipmanlar

Tez calismalarinda kullanilmis olan cihaz ve ekipmanlara ait bilgiler Tablo 4.3‘te

verilmistir.

Tablo 4.3. Tez Calismasinda Kullanilan Cihaz ve Ekipman Listesi

Cihaz / EKipman Ad1 Marka Model
Otomatik Pipet Eppendorf 20-200 uL
Otomatik Pipet Vitlab 100-1000 pnL
Otomatik Pipet Socorex 1-10 mL
Otomatik Diliitor Eppendorf E3 Multipipet
Hassas Terazi Sartorius CPA224S
Ultrasonik Banyo Vise-Clean WUC-AO03H
Derin Dondurucu Sanyo Biomedical-Freezer
Buzdolab1 Sanyo Biomedical-Medicool
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Tablo 4.3. devam

Kat1 Faz Ekstraksiyon (SPE) Cihazi Gilson ASPEC GX-274
pH Metre VWR 1100L
Kurutma Sistemi Caliper TurboVap LV
Tekli Karistirict Heidolph Reax-Top
Coklu Karistirict Allsheng MTV-100
Kurutucu Blok Techne Dri-Block DB-3D
Sogutmali Santrifii Thermo Heraeus Cryofuge 5500i
LC-MS/MS Agilent 6460 Triple Quad LC/MS
Degazor (HPLC) Agilent G1379B Degazzer
Pompa (HPLC) Agilent G1312B Bin Pump SL
Ornekleme (HPLC) Agilent G1367B Hip-ALS-SL+
Kolon Firin1 (HPLC) Agilent G1316B TCC SL
4.2. Metot

4.2.1. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Yapilan calismada numune olarak BioWest® firmasi tarafindan ticari olarak satisa
sunulan S090H-500 kodlu iiriin kullanildi. Ornekler kontaminasyon ve bozulmalara kars1 50
mL’lik santrifiij tiiplerine ayrildi. Uriiniin 6zelliklerinde belirtilen saklama kosullarma uygun
olarak -20 °C‘de derin dondurucuda saklandi. Her ¢alisma Oncesi yeterli miktarda 6rnek

¢Oziindiirtlerek kullanildi.

Denemeler sirasinda tez ¢alismamizla iliskili kaynaklarda ki yontemler degerlendirildi
ve farkli ¢oziicii, kolon vs. degisimi yapilarak en iyi sonug elde edilmeye ¢alisild1 (de la Torre
vd., 2021: 7; Hooijerink vd., 1994: 2619; Kaabia vd., 2013: 128; Matraszek-Zuchowska vd.,
2020: 2; Tornvall, 2010: 14). Bu calismalar kapsaminda yapilan cesitli modifikasyonlar
sonucu ortaya ¢ikan Sekil 4.1°de belirtilen yontemin en iyi ve en etkili yontem olduguna karar
verildi. SPE asamasinda farkli marka kartuglar denendi ve en iyi performansi gosteren Agilent

marka Bond Elut Plexa PAX 60 mg, 3 mL’lik kartus kullanild1.
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Ornekten 2 mL alinarak 15 mL 'lik santrifiij tiipiine konuldu.
10 mikrolitre (uL) IS eklendi (1 ng/mL).
0,5 M - 6,5 pH fosfat tampon ¢ozeltisinden 2 mL eklendi.

%35 HCI ¢ozeltisinden 50 pL eklendi.

—
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2 mL saf su eklenerek vorteks yardimi ile 2 dk. karistirildi.

4000 xg 'de 15 dk. santrifiij edildi.

4 2 mL MeOH kartustan gecirildi
— 3 mL saf su kartustan gegirildi.
— Hazirlanan 6rnek tamamu ile kartustan gegirildi.

B 0,1 M NaOH c¢o6zeltisinden 3 mL kartustan gegirildi.

SPE Asamasi

B 0,05 M - 7,5 pH fosfat tampon ¢ozeltisinden 3 mL kartustan gecirildi.

— 3 mL saf su kartustan gegirildi.

= | 6 mL ACN : MeOH (50:50) ¢6zeltisi ile cam tiiplere eliit alind1.

— Eliatlar azot gazi (N,) altinda 50 °C 'de kurutuldu.
— Kurutulan tiiplere 300 uLL. MeOH eklenerek vorteks yardimai ile 3 dk karistirildi.
— Eliiatlar viallere alinarak tekrar 45-50 °C 'de kurutuldu.

—  Viallere 50 puL Saf Su : MeOH (85:15) eklenerek vorteks ile 3 dk karistirildi.

1 Ornekler LC-MS/MS cihazina 10 uL enjekte edildi.

Analiz Oncesi Hazirlik Asamasi

Sekil 4.1. Ornek Hazirlama Asamasi
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4.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Calismada ekstraksiyon agamasi ve cihazda kullanilan mobil faz ¢ozeltileri asagidaki

gibi hazirlandu.

0,1 M Sodyum Hidroksit: %32’lik sodyum hidroksit ¢ozeltisinden 9,26 mL alinarak

icerisinde az miktarda saf su olan 1,0 litrelik balon jojeye yavas yavas eklendi ve hacim saf su

ile 1,0 litreye tamamlanarak karistirildi.

Hacimce %5°1lik Hidroklorik Asit : %30’luk hidroklorik asit ¢ozeltisinden 166,67 mL

alinarak igerisinde az miktarda saf su olan 1,0 litrelik balon jojeye yavas yavas eklendi ve

hacim saf su ile 1,0 litreye tamamlanarak karistirildi.

0,5 M - pH 6,5 Fosfat Tampon: Potasyum dihidrojen fosfat katisindan hassas terazide

68,05 g tartilarak 1,0 litrelik balon joje igerisine konuldu ve saf su ile hacim 1,0 litreye

tamamlanarak karistirildi. Daha sonra pH metre yardimi ile pH 6,5 olarak ayarlandi.

0,05 M — pH 75 Fosfat Tampon: Daha 6nce hazirlanan 0,5 M fosfat tampon

¢ozeltisinden 100 mL alinarak 1,0 litrelik balon jojeye konuldu ve hacim saf su ile 1,0 litreye

tamamlanarak karistirildi. Daha sonra pH 7,5 olarak ayarlandi.

Mobil Faz A (% 0,1 Formik Asitli 1 mM Amonyum Format Cozeltisi): Amonyum

format katisindan hassas terazide 126,0 mg tartilarak 2,0 litrelik balon jojeye konuldu ve saf
su ile hacim 2,0 litreye tamamlandi. Tam ¢oziinme saglanana kadar karigtirildiktan sonra
¢ozelti igerisinden 2 mL alinarak atildi ve yerine 2 mL formik asit ilave edildi. Daha sonra
icerisinde bulunabilecek gazlar1 gidermek amaci ile ultrasonik banyoda 10 dk tutuldu ve

cihaza baglandi.

Mobil Faz B (Metanol): 2,5 litrelik metanol sisesi igerisinde bulunabilecek gazlari

gidermek amaci ile ultrasonik banyoda 10 dk tutuldu ve cihaza baglandi.
4.2.3. Cihaz Kosullari

Calismada kullanilacak olan yonteme ait Agilent 6460 Triple Quad LC-MS/MS

cihazinin en uygun malzeme ve ¢alisma kosullar1 asagida ayri basliklar halinde anlatilmistir.
4.2.3.1. HPLC Unitesi Kosullar

Kolon: Ilk olarak ¢alismada kullanilacak olan kolon, denemeler sonucunda Waters

markasinin Acquity UPLC-BEH-C18 1,7um 2,1mm*100mm o6zelligindeki kolonu se¢ilmistir.
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Kolon Firini: Kolonun sabit bir sicaklikta kalmasini saglayacak ve blok 6zellige sahip

olan kolon firin1 45 °C’ye ayarlanmistir.

Akis Diyagrami: Calismada kullanilan yontem igin farkli akis oranlari denenmis ve en

verimli akis diyagrami Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4. Pompa Akis Diyagrami

Siire  Mobil FazA  Mobil FazB  Akis Hiz
(dk) (%) (%) (mL)
0,00 85 15 0,3
0,50 85 15 0,3
14,00 2 98 0,3
16,00 2 98 0,3
16,01 85 15 0,3
19,00 85 15 0,3

4.2.3.2. Kiitle Spektrometre Unitesi Kosullari

Cihaz calisma parametreleri ve taranan maddelere ait ana iyon bilgisi, parcalanma
iyonlarina ait bilgiler, alikonma zamani (RT), uygulanan voltaj degerleri, ¢arpisma enerjisi

(CE) ve polarite gibi bilgiler sirasiyla Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.5. Cihaz Iyonlastirma Parametreleri

Parametre Deger (+) | Deger (-)
Gaz Sicaklig1 (°C) 200 200
Gaz Akis1 (L/dK) 8 8
Nebulizer (psi) 35 35
Sheath Gaz Sicakligi (°C) 300 300
Sheath Gaz Akis1 (L/dK) 11 11
Kapiller Voltaji (V) 3000 2500
Sarj Voltaj1 (V) 1000 1000
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Tablo 4.6. Analitlere Ait Kiitle Spektrometresi Parametreleri

Analit Analyon Parcalama Parcalanma CE RT Polarite
(m/z) Voltaji (fv)  Iyonu (m/z) (V) (dK)
97,1 20 .
TP 345,2 150 12.451  Pozitif
109,1 40
97,1 20 .
TE 401,3 150 14.286  Pozitif
109,1 40
97,1 27
TCy 413,3 150 107,2 25 14.411  Pozitif
109 27
97,1 35 .
TD 4434 180 15.212  Pozitif
109,1 33
97 25 .
T-D3 (IS) 292,2 119 9.962 Pozitif
109 18
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5. BULGULAR

Tablo 4.6°da TD i¢in verilen par¢alama ve CE voltaj degerlerinin yiiksek oldugu
belirtilmistir. TD ig¢in kiitiiphane ve literatiir taramalarinda elde edilen optimizasyon verileri
cihaz parametrelerine dahil edilmis fakat metot denemeleri siirecinde yeterli seviyede
kazanim elde edilememistir. Optimizasyon islemini tekrar ettigimizde pargalama ve CE voltaj
degerlerinin yiiksek oldugu durumda daha iyi sonuglar elde edildi ve yeni parametreler cihaza
kaydedilerek analizler bu sartlarda yapildi (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. TD I¢in Pargalama Voltaj1 (fv) ve CE Voltaj Degerleri Karsilastirmasi
Gegerli parametreler girildikten sonra cihazda analiz edilen referans malzeme
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5.1. Metot Validasyonu

5.1.1. Secicilik / Ozgiilliik Calismasi

Calismada kullanilan analitleri icermedigi bilinen 20 farkli parti numarali kér 6rnek

yiikkleme yapilmadan ve tespit edilen en diisiik derisim diizeyinde (TP: 0,5 ng/ml, TE: 1 ng/ml,

TCy: 1 ng/ml, TD: 1 ng/ml) yiikleme yapilarak c¢alisildi. Her bir analit ayr1 ayri

degerlendirildi ve hicbir analit i¢in alikonma zamani bolgesinde kor numuneden gelen sinyal

ile yiikleme yapilmis seviyeden gelen sinyal birbiri ile Ortiismedi. Analitlerin analiz

sonuglarina ait grafikler Grafik 5.1°de kromatogram Kkarsilastirmalar1 ise Sekil 5.3’de

verilmistir.

Testosteron Propiyonat

3000 o o
2500 * .‘0' .‘ * ‘“ ** .‘00
2000 ¢

S 1500

<
1000 -

- “ -
500 4 abaad M4 4,
0 N
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Ornekler
¢ Yikli Numune A K6r Numune
Testosteron Sipiyonat
700
600 - -
- ** * e
500 ". ‘“9 ttee o ¢

c_% 400

< 300
200 & S04 _ Y -

' a4 A" 4,4
00 | A AaT & T8 LTATA
0

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Ornekler

@ Yikli Numune A KOr Numune

Alan

250

200

150

100

50

0

Testosteron Enantat

- -
0,,000' ARIRICR

7

VYV 4 A 4
- -

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Ornekler

@ Yikli Numune A Kor Numune

Testosteron Dekanoat

**e0 *e ¢
e o0’ ¢
e ettt

- -
AL % A
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

Ornekler

@ Yikli Numune A K6r Numune

Grafik 5.1. Analitlere Ait Segicilik / Ozgiilliik Calismas1 Grafikleri

26



[\ Chromatogram Results (zoomed) x

26t QBY € a2 - WA B%E

102 |258-Testosterone Propionate: + MRM (345.2 > 97.1) Spk_1ng.d
1 12547
095
054
0.5 TP
084
075
074
065
064
055 (1)
054
0.45]
0.4
035
03
025
024
015
014
c 0054

%102 258-Testosterone Propionate: + MRM (345.2 > 87.1) blanké d

2 (2)

/\ Chromatogram Results (zoomed)

2ot QR ¢ a2 v A % %%

x1$12 259-Testosterone Enanthate: + MRM (401.3-> 97.1) Spk_1ng.d

14240

TE

1)

= 259-Testosterone Enanthate: + MRM (401.3 -> 97.1) blank6.d

1.54
14
0.5

12 122 124 126 128 13 132 134
Siire (dk)

[\ Chromatogram Results (zoomed) X

2ot QR € Ss 2 ~sA %%% D

%102 [627-Testosterone Cypionate: + MRM (413.3-> 107.2) Spk_tng d

1.054
B

0.95
054

0.85 TCy

0.8

0.7
0.654
064

Ze?EE ®

0.35

138 14 142 144
Sire (dk)

/\ Chromatogram Results (zoomed)

2ot QRBY ¥ w2 b B %%

x102 |257-Testosterone Decancate: + MRM (443.4 -> 97.1) Spk_Ing.d

1.05
14

15208

TD

(1)

/

%102 627-Testosterone Cypionate: + MRM (413.3-> 107.2) blanks d

2] 2

257-Testosterone Decancate: + MRM (443.4 -> 97.1) blanké.d

164
1.4

138 14 12 e de 1de 1B 182
Siire (dk)

s 1ds 15 182 154
Siire (dk)

Sekil 5.3. Analitlere Ait Kor ve Yiiklii Numunelerin Kromatogram Karsilagtirmasi

( 1: Yukli Numune, 2: K6r Numune )

27



5.1.2. Algilama Yetenegi (CCB) Calismasi

Avrupa Birligi Yaymn Ofisi tarafindan yayinlanan 2021/808/EU nolu direktifte CCp
hesabi i¢in {i¢ farkli metot belirlenmistir. Bu metotlardan ¢alisma igerigine uygun olan
herhangi birisi hesaplamalarda kullanilabilmektedir. Calismamizda belirtilen direktifin
onermis oldugu ikinci metot secilmis ve Avrupa Komisyonu tarafindan yayinlanan veteriner
ila¢ kalintilar1 i¢in tarama yontemlerinin validasyonuna iligskin kilavuzda 6rnek olarak verilen
CCpB hesaplama yontemi ile sonuglar ayrica teyit edilmistir (European Commission-CRLs,
2010: 15).

Se¢mis oldugumuz yonteme gore yapilan analizler sonucu tespit edilebilen en diisiik
derisim seviyesi tlizerinde kor numunelere farkli seviyelerde analit eklenerek 20’ser adet
numune analiz edilmis ve uyumsuz sonuglarin %5°1 gegmedigi derisim seviyesi CCP olarak
degerlendirilmistir. Yapilan analizlerde elde edilen verilere gore yiiklenmis ornekler ile kor
orneklere ait verilerde ortlisme olmadigindan analitlere ait CCP degeri; TP igin < 0,5 ng/mL,
TE i¢in < 1 ng/mL, TCy i¢in < 1 ng/mL ve TD i¢in < 1 ng/mL olarak belirlenmistir. Daha
once analiz edilen bos ve yiiklenmis 20’ser farkli 6rnegin alan verileri, teyit edilmek amaciyla
yukarida belirtilen kilavuza gore istatistiksel olarak grafige aktarildi ve degerlendirildi. Elde
edilen bu verilerden kor 6rneklere ait alan verileri ortalamasi (Bort) Ve standart sapmasi (SDp)
ile yiiklii 6rneklerin alan verileri ortalamasi (Mort) Ve standart sapmasi (SD) belirlendikten
sonra kesme faktorii (Fm) ve esik seviyesi (T) degerleri asagidaki formiiller yardimiyla her bir
analit i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi ve grafikler olusturuldu (European Commission-CRLs, 2010:
16).

Esik Seviyesi (T) = Bort + 1,64*SDp Kesme Faktorii (FM) = Mort — 1,64*SD
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Grafik 5.2. Testosteron Propiyonat T ve Fm Gosterim Grafigi
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5.1.3. Saglamhk Cahsmasi
5.1.3.1. Youden Yaklasimi

Calismamizda uluslararas1 gecgerliligi bulunan, verilerin elde edilmesinde zaman ve
enerji bakimindan en ¢ok tercih edilen Youden yaklagimi kullanilarak saglamlik testi
yapilmigtir (Youden ve Steiner, 1997). Numune hazirlama, ekstraksiyon ve analiz
basamaklarinda 6l¢iim sonuglarini etkileyebilecek minér faktor olarak fosfat tampon miktari,
HCI derisimi, bekleme siiresi, santrifiij siiresi, SPE kartusta yikama ¢6ziiclisii miktari, SPE
kartusta eliit ¢ozeltisi oran1 ve eliiat kurutma sicakligi etkisi incelendi. Her faktor igin 3’er
adet paralel 6rnek hazirlandi. Yapilan bu ¢alisma ile etki edebilecegi diisiiniilen faktorlerin

metot lizerindeki etkisi t-testi uygulanarak degerlendirildi.
5.1.3.2. Etki Faktorleri

Gelistirmis oldugumuz yonteme etki edecek faktorler Tablo 5.1°de gosterildigi gibi 7
faktor olarak belirlenmistir. Tabloda artilar (+) gelistirmis oldugumuz yonteme ait uygulanan

parametreleri, eksiler (-) ise degisiklik yapilan parametreleri gostermektedir.

Tablo 5.1. Saglamlik Caligmasi1 Mindr Faktorler ve Degerler Tablosu

FAKTOR + -
A- Fosfat tampon miktari 2mL 3mL
B- HCI derisimi %5 %4
C- Bekleme siiresi 0 15 dk
D- Santrifiij siiresi 15 dk 30 dk
E- Eliit ¢ozeltisi oran1 (ACN:MeOH) 50:50 (v/v) 55:45 (V/Iv)
F- Eltatin N2 altinda kurutma sicakligi 50 °C 60 °C
G- Viale aktarma ¢oziicii miktari 300 puL 350 uL
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Tablo 5.2. Saglamlik Calisilacak Ornekler ve Etki Faktorii Tablosu

Ornek Faktorler
No A B C D E F G
1-3 + + + + + + +
4-6 + + = + = = S
7-9 + - + - + - -
10-12 + - - - - +
13-15 - + + - - + -
16-18 - + - - + -
19-21 - - + + - -
22-24 - - - + + + -

IIk olarak tiim faktdrler icin (A-G) etki hesaplamasi asagida ki formiillere gore
yapilarak her bir analit i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi ve sirasiyla Tablo 5.3, Tablo 5.4, Tablo 5.5 ve
Tablo 5.6°da gosterildi.

(+)top - (_)top
i — =
Ornek sayisinin yarisi

Ei : Hesaplanan faktor etkilerinin her biri (A-G)
(#)op : (+) isaretli etkenlerin toplam alan verileri

(-)wp : (-) isaretli etkenlerin toplam alan verileri

Se : Etki faktorleri sonuglarindan elde edilen alanlarin standart sapmasi
n : Toplam faktor sayist
Onemlilik: t-testi (t = M) formiiliine gére hesaplanmistir

: Sevz .

Serbestlik derecesi tablosunda her bir gruptaki numune sayist g6z Oniine alinarak
serbestlik derecesi (df = n-1) 6 olarak hesaplanmistir. Elde edilen serbestlik derecesi, t-testi
tablosunda 1ilgili siitunda bulunarak %97,5 giiven araligina denk gelen t-kritik degeri 2,447
olarak goriilmiistiir. Bu durumda hesaplamalar sonucu elde edilen t-degeri = < 2,447 ise ilgili
faktor yoniinden metot saglam, aksi durumda hassas olarak degerlendirilmektedir (TOB-
GKGM, 2018: 64).

Yapilan saglamlik ¢alismasina ait veriler degerlendirildiginde riskli oldugu 6ngdriilen
ve Tablo 5.1°de belirtilen etki faktorlerinin analitler iizerinde anlamli herhangi bir etkiye sahip

olmadig1 goriildii. Analitlere ait hesaplama tablolar1 agagida ayr1 ayri belirtilmistir.
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Tablo 5.3. Testosteron Propiyonat’a Ait Saglamlik Calismasi Etki Tablosu

FAKTOR Ei t-degeri | Onemlilik
-1- Fosfat tampon miktar1 696,91 | -1,06110 HAYIR
-2- HCI derisimi -394,03 | -0,59994 | HAYIR
-3- Bekleme siiresi 484,30 | 0,73738 | HAYIR
-4- Santrifiij stiresi 835,71 | 1,27242 | HAYIR
-5- Eliit ¢ozeltisi oran1 (ACN:MeOH) 8,91 0,01357 HAYIR
-6- Eltiatin N2 altinda kurutma sicakligi -85,22 | -0,12975 HAYIR
-7- Viale aktarma ¢0ziicli miktari 1168,97 | 1,77984 HAYIR

Tablo 5.4. Testosteron Enantat’a Ait Saglamlik Calismasi Etki Tablosu

FAKTOR Ei t-degeri | Onemlilik
-1- Fosfat tampon miktari -121,49 | -1,54658 HAYIR
-2- HCI derisimi -118,49 | -1,50840 HAYIR
-3- Bekleme stiresi -13,28 -0,16906 HAYIR
-4- Santrifiij siiresi 25,20 0,32085 HAYIR
-5- Eliit ¢ozeltisi oran1 (ACN:MeOH) -101,18 | -1,28802 HAYIR
-6- Eliiatin N2 altinda kurutma sicakligi 102,08 1,29957 HAYIR
-7- Viale aktarma ¢0ziici miktari 37,85 0,48191 HAYIR

Tablo 5.5. Testosteron Sipiyonat’a Ait Saglamlik Calismasi Etki Tablosu

FAKTOR Ei t-degeri | Onemlilik
-1- Fosfat tampon miktar1 -148,31 -1,28610 HAYIR
-2- HCI derisimi -190,27 | -1,64995 HAYIR
-3- Bekleme siiresi 80,50 0,69805 HAYIR
-4- Santrifiij siiresi 49,53 0,42946 HAYIR
-5- Eliit ¢ozeltisi oran1 (ACN:MeOH) -38,24 -0,33164 HAYIR
-6- Eliiatin N> altinda kurutma sicakligt -53,27 -0,46192 HAYIR
-7- Viale aktarma ¢Oziicli miktari -143,89 -1,24771 HAYIR
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Tablo 5.6. Testosteron Dekanoat’a Ait Saglamlik Calismasi Etki Tablosu

FAKTOR Ei t-degeri | Onemlilik
-1- Fosfat tampon miktari -2.40 -0,05397 HAYIR
-2- HCI derisimi 12,72 -0,28643 HAYIR
-3- Bekleme siiresi 4,89 0,11015 HAYIR
-4- Santrifiij stiresi 51,94 1,17005 HAYIR
-5- Eliit ¢ozeltisi oran1 (ACN:MeOH) -26,57 -0,59846 HAYIR
-6- Eltiatin N2 altinda kurutma sicakligt 39,33 0,88598 HAYIR
-7- Viale aktarma ¢Oziicli miktari 22,05 0,49657 HAYIR

5.1.4. Stabilite (Kararhhk) Cahismasi

2021/808/EU nolu direktifte ayni kosul ve matriks iizerinde daha Once stabilite

caligmast yapilmis ise tekrardan yapilmasina gerek goriilmedigi belirtilmistir. Daha Once

Y.You ve ark. (2011: 3989) ile G.Forsdahl ve ark. (2013: 830) tarafindan yapilan ¢aligmalar

sonucunda testosteron esterlerinin belirlenen kosullarda stabilite caligmasi yapilmis ve anlamli

bir degisiklige ugramadigi tespit edilmistir.
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6. SONUC VE TARTISMA

Girig boliimiinde de iizerinde duruldugu gibi at yariglarinda doping kullanimi uzun
yillardir siiregelen illegal bir uygulamadir. Doping etkili olan maddelerin metabolizma
iizerinde olumlu etki gdstermesinin yaninda ciddi yan etkilerinin bulunmasi yine de yasakl
kullanimin 6niine gecememistir. Bu uygulamalarin 6niine gegilmesi amaciyla gesitli adimlar
atilmig, kontrol mekanizmalar1 kurulmus fakat her gecen giin farkli uygulama yontemleri
ortaya ¢cikmistir. Bu sebeple yaygin bir sekilde uygulanan yontemlerle disaridan testosteron
uygulamasinin kesin olarak saptanmasi zaman igerisinde zorlasmistir. Ko6tli niyetli uygulama
yontemleri farklilasip arttikga doping laboratuvarlan tarafindan bu uygulamalarin tespiti i¢in
kullanilan yontemlerinde gelistirilmesi hasil olmustur. Her ne kadar disaridan testosteron
uygulamasi T/E oranina bakilarak tespit edilmeye ¢alisilsa da bolgesel farkliliklardan dolay:
yanlis sonuglar ortaya cikmistir (Jakobsson Schulze, 2007: 27; Sjoqvist vd., 2008: 1878).
Buradan yola ¢ikarak aslinda disaridan uygulanan testosteronu fizyolojik testosterondan ayirt
edebilmenin oldukga zor bir islem oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda disaridan testosteron
uygulamas1 kisa siireli bir doping etkisi gosterdiginden uygulama islemi de oldukga

azalmastir.

Yukarida belirtilen durum sonucunda kétii niyetli uygulamalarda testosteronun kendisi
yerine tedavi amagli tretilmis ve ticari olarak pazarlanan ester formlari kullanilmaya
baslanmigtir. Testosteronun ester formlar1 uzun zincirli yapilari sebebiyle viicutta yavas
salinim yaparak uzun siireli testosteron etkisi gosterdiginden kotiiye kullanimi ¢ok daha fazla
ilgi gormiistiir. Disaridan uygulanan testosteron esterleri kanda cok diisiik seviyelerde
oldugundan plazmada ki esterlerin LC-MS/MS ile belirlenmesi kesin bir sonuca
gotiirebilmektedir. Uygulanan ekstraksiyon yontemlerinde diisiik seviyelerde olan ester
formlarin1 tespit edebilmek icin yaygin olarak tiirevlendirme islemi kullanilmaktadir. Bu
tirevlendirme islemi hem likit kromatografide kullanilan kolonlarda yiiksek oranda kirlilik

yaratmakta hem de analiz maliyetini arttirmaktadir.

Arastirmalarimiz sonucu ulasabildigimiz yontemlerde ¢ogunlukla tiirevlendirme adimi
kullanildigindan ve bizimde amacimiz tiirevlendirme adimi olmadan plazma o6rneklerinde
testosteron esterlerinin varligini tespit edebilmek oldugu i¢in bu yontemlerin ¢alismamiza
uygun olmadigr gorlilmistiir. Literatiir taramalarinda uygun oldugunu diisiindiigiimiiz
metotlar laboratuvarimiz sartlarina gore uygulanmaya c¢alisilmis fakat istenilen seviyede

kazanim elde edilememistir. Bu sebeple farkli ¢6ziicii, kartus, ekstraksiyon yontemi denenmis
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ve karsilagtirma yapilarak en iyi performans veren yontem segilerek ilgili metot {izerinde

cesitli modifikasyonlar uygulanmstir.

Gelistirmis oldugumuz yodntem yukarida belirtilen tiirevlendirme adimini ortadan
kaldirarak testosteron esterlerinin kati faz ekstraksiyonu ile likit kromatografi de tespit
edilebilmesini saglamistir. WADA tarafindan 2020 yilinda en ¢ok suiistimal edilen anabolik
ajanlardan olan ve yasakli madde olarak bildirilen testosteronun ester formlar1 kanda ¢ok
diisilk seviyelerde tespit edilebilmektedir. Bu bilingle yontemi gelistirirken tespit
edebildigimiz en diisiik seviyelerde analiz gergeklestirilerek basit, etkili ve rutin olarak

kullanilacak bir yontem olmasi konusunda azami 6nem gosterildi.

Yontemimiz 2021/808/EU direktifine gore tarama metodu olarak valide edilmis ve
sonuglar bulgular kisminda detaylica paylasilmistir. Sonug¢ olarak doping kontrol
laboratuvarlari tarafindan su anda ilag pazarinda bulunan testosteron esterlerinin tespiti igin

kullanilabilecek bir yontem gelistirilmistir.
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