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IDRARDA HOMOGENTISIK ASITIN KAPIiLER ELEKTROFOREZ
YONTEMI ILE TAYINi

OZET

Alkaptoniiri, tirozin metabolizmasi ile ilgili, karacigerde sentezlenen homogentisik
asit oksidaz (HGO) enziminin eksikligi sonucunda ortaya ¢ikan kalitsal metabolik bir
hastaliktir. Bu enzimin eksikligi, 6zellikle bag dokusunda, eklemlerde ve kemiklerde
“homogentisik asit” (HGA)’ in birikmesine sebep olur. Olduk¢a nadir goriilen,
otozomal ¢ekinik olan kalitimsal bir hastaliktir. Alkaptoniiri tanisi, idrarda
homogentisik asit analizi ile dogrulanabilir.

Alkaptoniirinin ciddi belirtileri eriskin donemde ortaya ¢ikmaktadir. Hastalar
genellikle normal yasam siiresine sahiptir. Hastaligin ileri derecede sakatliga neden
olmast nedeniyle erken tani konulmasi; hastanin egitimi, agriy1 kontrol eden
yaklagimlarin ve uygun egzersizlerin 6gretilmesi acisindan onem tasir. Bdylece
hastanin uzun dénemde yasam kalitesini arttirmak olasidir.

Etkin bir analitik yontem olan kapiler elektroforezin (CE) son yillarda klinik
analizlerine uygulandig1 goriilmektedir. CE’ nin avantajlar; yiikksek ayirma etkinligi,
yiiksek ayrimcilik, kisa analiz siireleri, az miktardaki 6rnek ve ¢oziicli tiiketimidir.
CE yiiksek ayirma giicli nedeniyle 6zellikle kompleks yapidaki 6rnek matrikslerinin
analizi i¢in uygun bir yontemdir. Silika kapilerler kromatografik kolonlara gore ¢ok
ucuzdur, ¢alisma arasinda kolayca yikanir ve dolgu kolonlarda goriinen matriks
kirlenmesi problemi yoktur. Kapiler elektroforezin diger ayirma tekniklerine gore
olan bir stiinliigli, kompleks matrisler i¢inde kiiciik molekiillerin 6rnek hazirlama
asamasinda uzun islemlere tabi tutulmadan sadece seyreltme ve filtrasyon yapilarak
analiz edilebilmesidir.

Bu calismada, HGA’nin idrarda tayini icin direkt UV dedeksiyon ile basit, hizli,
ekonomik ve giivenilir bir kapiler elektroforetik yontem gelistirilmistir. Yontem,
deneysel tarama tasarimi ve ardindan merkezi kompozit tasarim ile optimize
edilmistir. Yontemin validasyonu optimize edilen sartlarda gergeklesmistir.
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DETERMINATION OF HOMOGENTISTIC ACID IN URINE BY
CAPILLARY ELECTROPHORESIS

SUMMARY

Alkaptonuria is a metabolic disease caused by deficiency of homogentisic acid
oxidase (HGO), which is associated with tyrosine metabolism in the liver. Deficiency
of this enzyme is caused by “homogentisic acid” (HGA) deposition especially in the
connective tissue. This is a rare otosomal recessive disease. Diagnosis of
alkaptonuria can be confirmed by urine organic acid analysis.

Serious symptoms of alkaptonuria arises in adult period of patients. They generally
have normal lifetimes. Education of patient, control of pain, and introducing
appropriate exercises are crucial for early diagnosis since the disease triggers high
degree of disability. By this way, improvement of life quality of patients in long
period can be possible.

More recently, Capillary electrophoresis (CE), a highly effective analytical
technique, has been employed for the clinical analysis. The advantage of the
capillary electrophoresis is high separation efficiency, excellent resolution, short
analysis time. It consumes small amounts of solvent and sample. CE is particularly
suitable in the analysis of complex natural matrices, owing to its higher resolving
power. Fused silica capillaries are less expensive than chromatographic columns,
easily washed between runs and free of irreversible contamination of the matrix,
unlike the packed column. Therefore, biological fluids can be directly analysed
without any pretreatment step or with a simple process of sample pretreatment by
capillary electrophoresis. One benefit of CE compared to other separation techniques
seems CE’ s greater ability to separate small compounds in complex matrices
without any sample preparation.

In this study, we describe a simple, fast, and reliable capillary electrophoretic method
with the direct UV detection for determination of homogentisic acid in urine. The
method was optimized using a screening design followed by a central composite
design.
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1. GIRIS

Kapiler elektroforez teknigi diger kromatografik yontemlerle kiyaslandiginda
nispeten daha yenidir ve tibbi arastirmalarda giderek artan bir ilgi gérmektedir. CE,
son yillarda tibbi ve klinik arastirmalarda ve kalitatif madde tayinininde HPLC’ ye
alternatif olarak kullanilan bir tekniktir.

Canlilarin yapisal ozellikleri ve fonksiyonlar1 genler tarafindan denetlenmektedir.
Bazi genlerin mutasyonlar1 sonucu genetik materyalin iiretilememesi ve/veya toksik
metabolitlerinin birikmesi sonucu ortaya ¢ikan hastaliklara kalitsal metabolizma
hastaliklar1 (KMH) ad1 verilir. KMH anne ve babadan kalitsal olarak gecen ve ¢ok
nadir goriilen hastaliklardir. KMH yasam tehlikesi, zeka geriligi, fiziksel gelisimi
olumsuz etkileme ve yasam boyu siirecek ¢esitli sorunlara yol agarlar. Bu yiizden bu
hastaliklarin erken tanis1 ¢ok Onemlidir. Gilinlimiizde yenidoganlara dogumsal,
hormonal ve metabolik bozukluklarinin erken tanis1 ve tedavisine yonelik olarak
tarama testlerinin yapilmasi standart bir uygulama haline gelmistir. Tarama testleri
ile metabolik hastaliklar heniiz kalic1 hasar yaratmadan tespit edilebilmektedir. Bu
nedenle KMH’ 1n hizli tanist i¢in, giivenilir, hizli ekonomik alternatif analiz

yontemlerinin gelistirilmesi 6nemlidir [1,2].

KHM’ lar genellikle hasta serum ve idrarinda belli metabolitlerin birikmesine yol
acarlar. Hastalik metabolitlerinin analizi, klinik ¢alismalar i¢in hastalik isareti olarak
tanimlanmasina yardim eder [3]. Metabolit analizinde en ¢ok kullanilan teknikler
GC-MS, kagit ve ince tabaka kromatografi ve HPLC’ dir [4,5,6].

Literatiirde, hastalik metabolitlerinin tayininde kapiler elektroforez yontemini
kullanan bir¢cok caligma mevcuttur [7]. CE de diger yontemlere gore metabolik

hastaliklarin tanisinda kullanilan hizli, giivenilir ve ucuz bir analitik yontemdir [7,8].

Alkaptontiri; fenilalanin ve tirozin metabolizmasimin nadir goriilen herediter bir
bozuklugudur. 3q kromozomunda kodlanmis homogentisik asit oksidaz (HGO)
genindeki otozomal resesif mutasyon sonucu olusan bir KMH’ dir [9,10]. Hastaligin

belli bash klinik bulgular1 arasinda idrarda koyulasma, kikirdakta ve diger bag



dokularinda pigmentasyon goézlenir. Alkaptoniiri tanisi, idrarda HGA analizi ile

dogrulanabilir.

Uzun yillar, HGA’ nin tayini biyolojik sivi drneklerinde enzimatik spektrofotometri
[11], kagit kromatografi [12], ince kagit kromatografi [13], gaz [14] ve sivi
kromatografi [15] gibi yontemleri ile gergeklestirilmistir. Markus A.P.J ve
arkadaglart HGA tayini i¢in bir IR yontemi gelistirmislerdir [16]. Son yillarda gelisen
kapiler elektroforez yontemi ile biyolojik sivi Orneklerinde hizli ve daha ucuz
metotlar ile organik asitlerin tayini yapilmaya baslanmistir. CE metodu ile yapilan
HGA tayinleri daha ¢ok CE-MS [3], CE amperometri [17] gibi yontemlerle
gerceklestirilmistir. Glinlimiizde alkaptoniiri tanisinda en ¢ok kullanilan yontem GC-
MS’ dir. Ancak analiz ekstraksiyon ve ekstrakte edilen bilesenlerin modifikasyonu
gibi karmagik bir 6rnek hazirlama islemi igerir. CE’ de tayinler hizli analiz, basit

ornek hazirlama iglemi ve daha ucuz yontemler ile yapilabilir.

Bu ¢aligmada amag, alkaptoniiri tanisi i¢in CE ile direkt UV dedeksiyonu kullanarak
idrarda HGA’ nin kantitatif tayini i¢in basit, hizli ve giivenilir bir metot
gelistirmektir. Metodu tarama ve merkezi kompozit tasarim kullanilarak optimize
etmek ve optimize edilen metodun validasyonunu optimum = sartlarda

gerceklestirmektir.



2. KAPILER ELEKTROFOREZ

Elektroforez, sivi veya yar1 kati bir ortam i¢inde, elektriksel potansiyel etki ile ¢ozelti
icindeki yuklii taneciklerin belirli bir pH' da go¢ etmesi ve etkin yiikleri ile
biiyiikliiklerine gdre ayrilmalar1 prensibine dayanir. Ilk elektroforez cihazi Tiselius

tarafindan gelistirilmis ve kendisine Nobel 6diilii verilmistir [18].

Elektroforetik ayirmalar, tabaka (slab) elektroforez ve kapiler elektroforez olarak iki
farkli teknikle gergeklestirilir. Tabaka elektroforez klasik yontem olup uzun yillar
kompleks ve yiiksek molekiil agirliklt biyolojik ve biyokimyasal molekiillerin
ayrilmasinda kullanilmistir ve giiniimiizde de kullanilmaktadir. Kapiler elektroforez
(CE) ise 1980’ lerden itibaren hizla gelisen bir teknik olarak 6nemli bir ayirma

yontemi olarak kimyacilar ve yasam bilimciler tarafindan kullanilmaktadir [19].

CE, elektroforezin enstriimental versiyonudur. Dedeksiyonun analiz sirasinda
yapilabilmesi, yiiksek aymrim verimi (10°-10° teorik plaka sayisi) elde ediliyor
olmasi, nicel ve nitel analize olanak saglamasi, kolay metot olusturulabilir olmasi,
cok az madde tiiketimi ve ekonomik kapiler kolonlarla Li iyonundan DNA’ ya kadar

¢ok genis bir spektruma uygulanabilir olmasi, CE tekniginin avantajlaridir [20,21].

2.1 Elektroforetik Mobilite

Elektroforetik ayirmalarin temeli, analitlerin bir elektrik alanda, farkli hizlarda gog
etmesine dayanmaktadir. Bir iyonun elektrik alandaki hiz1 agsagidaki formiil ile ifade

edilir.
V=L E (2.1)

Burada; v iyon go¢ hizi, pe elektroforetik mobilite, E ise uygulanan elektrik alandir.
Tanecigin mobilitesi ortamdaki elektrik alan kuvvetinden ve siirtiinme kuvvetinden
etkilenir. Yikli tanecik tizerine etkili olan elektrik alan kuvveti iyonun yiikii ve

uygulanan elektrik alan ile dogru orantili ve siirtiinme kuvveti ile ters orantilidir [21].



Elektrik alan kuvveti;

Fe=q.E (2.2)
ve kiiresel bir tanecik i¢in siirtiinme kuvveti

Fr=-6.m.9.r.v (2.3)
esitlikleri ile verilir.

Burada, q iyon yiikii, 1 ¢ozelti viskozitesi, r iyon ¢api1, v iyon hizini ifade eder. Sabit
elektrik alan uygulandiginda siirtinme ve elektrik alan kuvveti esitlik (2.4)* deki gibi

dengeye ulasir. Boylece yiiklii tanecikler sabit hizla hareket ederler.
FE = F|: (24)

(2.2) ve (2.3) esitlikleri (2.4) esitliginde yerine konup diizenlenir ise e , esitlik (2.5)

deki gibi tanimlanabilir.

=4 (2.5)

te = ~
T E 6.7.1.r

Viskozite sabit oldugundan, elektroforetik mobilite (), tanecigin yiik ve biyiikliik
oranina (q/r) bagl olacaktir. Analitler bu orana baglh olarak elektrik alanda farkl
hiza sahip olurlar. Kiiciik ve ¢ok yiiklii tiirler yiiksek mobilitiye sahipken, biiyiik ve
az yukli tiirler diisiik mobilitiye sahiptir. Tamponun pH’ min degismesi analitlerin

yiikiinii degistirir ve boylece analitlerin elektroforetik mobilitileri de degisir [21,22].

2.2 Elektroosmatik Akis

Tampon c¢ozelti iceren bir kapiler kolona yiiksek bir potansiyel uygulandiginda
elektoroosmotik akis olusur. Elektroosmotik akisin nedeni, silika kapiler duvari ve
cozelti ylizeyleri arasinda meydana gelen elektriksel cift tabakadir. Silika yilizeyinde
silanol gruplar1 (Si-O-H) asidiktir. Silika kapilerin i¢ yiizeyi pH 2’ nin iizerinde bir
elektrolit ile temas ettiginde, yiizeydeki silanol gruplarinin (Si-O-) iyonlagmasi
sonucunda negatif yiiklii hale gelir. Kapiler borunun yiizeyindeki bu negatif yiik,
tampon ¢ozeltiden pozitif iyonlar1 ¢ekerek kapiler yiizeyinde bir elektriksel cift
tabaka meydana getirir. Boyle bir kapilere yiiksek voltaj uygulandiginda, cift
tabakanin difiize tabakadaki pozitif iyonlar, negatif elektrota dogru hareket ederler.

Bu pozitif iyonlar ¢6ziiniir olduklar igin ¢6ziiciiye de beraberinde siirtiklerler.



Boylece kapiler i¢inde bir akis olusur. Bu akisa Elektro Osmotik Akis (EOF) denir.
EOF negatif elektrot dogrultusundadir. pH ne kadar yiiksek ise, o kadar ¢ok negatif
yiik kapiler duvarinda birikir ve daha c¢ok pozitif yiik de tampon ¢ozeltide yer alir.
Bu, daha gii¢li bir EOF meydana getirir. Kapiler yiizeyinin goriinimii ve

elektroosmatik akisin olusumu Sekil 2.1 de goriilmektedir [18,22].

e e e e e e i s e o e s 2 o s I S
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Sekil 2.1 : Kapiler yiizeyinin goriiniimii ve EOF’ nin olusumu

EOF diiz profilli bir akisa sahiptir. Bundan dolay1 elektroosmotik akis, sivi
kromatografide oldugu gibi bant genislemesine neden olmaz, dik ve dar pikler elde
edilir. Bu da CE' de yiiksek bir rezoliisyon elde edilmesinin nedenlerinden biridir
[18].

Elektroosmatik akis hizi, elektriksel alan kuvveti ile dogru orantili olup su sekilde

ifade edilir:
Vozuo.E (26)

Burada vo; elektroosmatik akis hizini, ; elektroosmatik mobiliteyi, E ise elektriksel
alan kuvvetini ifade eder. Mobilitenin birimi m? V%is? dir. Cozeltideki
elektroosmatik mobilite, genellikle iyonik mobilitelerden daha biiyiiktiir. Bu yiizden
cozelti i¢indeki tlim tanecikler yiikii ne olursa olsun bu giiclii akis hiz1 ile negatif

elektroda dogru giderler. Bu taneciklerin hareket hizlar1 su sekilde gosterilebilir:

Pozitif iyonlar igin ~ : Vi = (uot i) .E

Negatif Iyonlarigin ~ :  vi=(uo- i) .E (2.7)
Notral Partikiiller icin :  v; = po.E

Iyonik tiirlerin tiimiiyle iyonik halde ve sonsuz seyreltilikte sahip olduklari
blyiikliige elektroforetik mobilite denir. Gercek kosullarda, bu deger etkin
elektroforetik mobilite (), olarak isimlendirilir. pe ortam pH' ma ve tampon

bilesimine baghdir. Goriinen mobilite, bir iyonun kapiler kolondaki gelis siiresini



belirler ve tiirlerin etkin elektroforetik mobiliteleri ile kapiler i¢indeki elektroosmatik

mobilite hesaba katilarak asagidaki esitlik ile hesaplanir.

Hg =Ho % e (2.8)

Gelis siiresine bagli olarak elektroosmatik akis

Lx Ly
Ho =
V xt, 2.9)
ve tirlerin elektroforetik mobiliteleri;
1 = LxL,
¢ V xt (2.10)

esitlikleri ile hesaplanir.

o : Elektroosmatik mobilite, L: Kapilerin toplam uzunlugu; Ly : Kapilerin dedektore

olan uzunlugu; V: Voltaj; to: Notral maddenin gelis zamani; t: Maddenin gelis

zamani [20-22].

2.3 Elektroosmatik Akis Varhiginda Analitlerin Gegisi

Duvar yiikii negatif olan silika kapilerde, elektroosmatik akis hizi anottan katoda

dogrudur.

+++++++++ ++ + +
2nod

—— —
K atod
+ E) 0 G =
—_—
FElektroostmatile aloig
+++++ ++ + + + + + +

Sekil 2.2 : Analitlerin EOF ile birlikte hareket yonleri

Katot bolgesine yakin yerlestirilen dedektore elektroforetik mobilitesi EOF yoniinde
olan katyonlar ilk olarak ulasir. Daha sonra gelen ndtral molekiillerin kendi
elektroforetik mobiliteleri olmadigindan EOF ile hareket ederler. Takiben gelen
anyonlarin elektroforetik mobiliteleri EOF’ ye ters yonde oldugundan dedektérden
en ge¢ bu iyonlar gecerler. Boylelikle, kapilerin pozitif ucundan injekte edilen biitiin
tiirden yiikleri iceren 6rnek karisimi tek bir ¢alisma metoduyla tayin edilmis olur.

Sekil 2.3’ de analitlerin dedektore gelis siralar1 gériilmektedir [22].



Katyon
Anyon
Notral
Dedektor
tepkisi

0 Gelis siiresi

Sekil 2.3 : Analitlerin bir elektroferogramdaki gelis siras1
2.4 Elektroosmatik Akis Hizina Etki Eden Faktorler
Elektroosmatik akis hizina etki eden faktorler asagidaki sekilde siralanabilir.

2.4.1 Elektrik alan

Elektrik alan artarken elektroosmatik akis hizinda da bir artma gézlenir [22].

2.4.2 pH

pH’ 1n artmasi akis hizinin artmasina neden olur. pH, elektroosmatik akis hizinin
ayarlanmasinda en ¢ok kullanilan parametredir [21,22].

2.4.3 Tamponun iyonik siddeti

Tamponun iyonik siddetinin arttirilmasi, zeta potansiyelini diistlirlir buna bagli olarak
da elektroosmatik akis hizinda azalma goriiliir [22].

2.4.4 Sicakhik

Sicakligin arttirilmasi, her 1 °C i¢in % 2-3 oraninda viskozitenin azalmasina sebep
olur ve elektroosmatik akis hizinin artmasina neden olur [20,22].

2.4.5 Organik modifiye edici madde ilavesi

Suyla karigabilen metil alkol, etil alkol, aseton gibi organik ¢oziiciilerin tampon
cozeltiye katilmasi ile tampon ¢ozeltinin zeta potansiyeli ve viskozitesini degistirir.
Bu sebeple EOF hizi da degisir. Genellikle organik ¢oziiciilerin ilave edilmesi EOF’
yi yavaglatir [22].



2.4.6 Yiizey aktif madde ilavesi

Ortama yiizey aktif madde ilavesiyle, bu maddeler kapiler yilizeyine adsorplanarak
EOF hizin1 degistirirler. Anyonik ylizey aktif maddeler EOF hizin1 artirirken
katyonik yiizey aktif maddeler azaltir veya akis hizinin yoniinii degistirebilirler [22].

2.4.7 Kapiler kolonun polimerik madde ile kaplanmasi

EOF’ yi azaltmanin veya kontrol etmenin diger bir yolu ise kapiler yilizeyini
polimerik  maddelerle  (poletilenimin, polietilenglikol, poliakrilamid gibi)
kaplamaktir. Kapiler kolonlarin hidrofilik ve hidrofobik polimerlerle kaplanmasiyla

elektroosmatik akis hizi yavaslayabilir, yok olabilir veya tersine gevrilebilir [22].

2.5 Ayrimda Etkin Olan Faktorler

2.5.1 Gelis siiresi

Ayrimda etkin olan ilk faktor, yiikli tiirlerin birbirinden farkli olarak kazandiklari
elektroforetik mobiliteler sonucu gozlenen gelis zamani farkliliklaridir [21].

2.5.2 Bant genislemesi ve rezoliisyon

Ayirma etkinligi (bant genislemesi) sivi kromatografide oldugu gibi teorik plaka
sayisi ile ifade edilir. Elektroforezde ayni zamanda bant genislemesinin ana sebebi

difiizyondur. Pik dispersiyonu, 6°:

6?=2.Dt= ' (2.11)
ny VvV
D: analitin difiizyon katsayisi, t: analitin go¢ zamant.
Teorik plaka sayisi, N, ile diflizyon arasindaki iliski;
2
— i — :ue'Ld A
2
o) 2D.L (2.12)

Teorik plaka sayisi, difiizyon katsayisi arttikga azalir. Pik genislemesine etki eden
diger faktortorler, ozellikle protein ¢alismalarinda rastlanan duvar adsorpsiyonu ve

injeksiyon hacmidir.

Teknigin asil amaci ayirimeilik olup, rezoliisyon asagidaki esitlikten hesaplanir.



2(t2 _tl)

- (W, +Ww,) (2.13)

R: rezoliisyon; t;: ilk maddenin gelis zamant; t, : ikinci maddenin gelis zamani;

wi: ilk pikin genigligi; wy @ ikinci pikin genigligi [20-22].
2.6 Cihaz Boliimleri

Kapiler elektroforez cihazi; dedektor, yiliksek voltaj giic kaynagi, elektriksel
potansiyeli ileten elektrotlar ve kapilerlerin icine girdigi iki tampon kabindan
meydana gelir. Kapilerin iki ucu, iki farkli tampon kabina batirilir ve bu iki tampon
kabinda bulunan elektrotlar arasina bir dis kaynaktan uygulanan yiiksek voltaj ile;
ornek, dar bir bant veya bolge olarak kapilerin bir ucundan injekte edildiginde diger
ucuna dogru harekete baglar ve bu ugta dedeksiyon gerceklesir. Cihazin basit bir

semasi Sekil 2.4’ te goriilmektedir.

Dedektor
Kapiler (190-600 nm})
(10-100pm i.d.
20-100 cm)

151k kavnagt ~
ANOT (D2-W) KATOT
i Platin
rd Elektrot
+ —
Elektrolit hazneleri
el —_—]
(5-150mM)

Yilksek Velta) Kayvnag
(0-30 K\V)

Sekil 2.4 : CE’ nin sematik gosterimi [23].
2.6.1 Voltaj Kaynag

Uygulanan voltaj, CE’ de elde edilen ayrim veriminde en 6nemli etkendir. Bir
iyonun mobilitesi, uygulanan voltaj ve bu voltaj sonucunda olusan elektirik alan
kuvveti ile iligkilidir. CE’ de uygulanan elektrik alan 200-600 V/cm arasindadir [20].



2.6.2 Elektrotlar

Platin elektrotlar kullanilir. Suyun ayrismasi ile reaksiyonlar gergeklesir [22]. Anotta

ve katotta olusan reaksiyonlar sirasi ile;
2H,0 — O,(g) + 4H" +4e (2.14)

2H,0 + 2" — H,(g) +20H (2.15)

2.6.3 Ornek Injeksiyonu

Numune, kapiler kolona hidrodinamik injeksiyon veya elektrokinetik injeksiyon ile
injekte edilir. Hidrodinamik injeksiyonda, kapiler kolonun iki ucu arasinda basing
farki olusturulur ve O6rnegin kolona alinimi saglanir. Basing farki, 6rnek kabina
basing uygulayarak, tampon kabina vakum uygulayarak veya o6rnek ve tampon kabi

seviyeleri farklandirilarak yaratilir.

Elektrokinetik injeksiyonda, voltaj uygulanarak ornek Kkapiler igerisine alinir.

Uygulanan voltaj yiiriitme voltajindan daha diistiktiir [22].

2.7 Ornek Dedeksiyonu
Kapiler elektroforezde kullanilan dedeksiyon cesitleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1 : Kapiler elektroforezde kullanilan dedeksiyon gesitleri [24].

Teknik Duyarlilik(M)
UV Absorbsiyon Dedeksiyonu 10°-10"
Floresans Dedeksiyonu 1012101
LIF Dedeksiyonu 10°-107
Elektrokimyasal Dedeksiyon 108-10°
Radyoizotop Dedeksiyonu 10°-107
Kiitle Spektrometre Dedeksiyonu 10°-10°

En ¢ok kullanilan yontemler UV absorpsiyon ve LIF dedeksiyonudur. Hassasiyetleri
oldukca yiiksektir. Aromatik bilesikler, proteinler, niikleik asitler, aminoasitler,
DNA, peptitler, kolay indirgenebilen ve yiikseltgenebilen maddeler, protein, peptit,
ilag, iyonik organik bilesikler, aminler, sekerler, organik ve inorganik iyonlar hizli

ve kolay bir sekilde analiz edilebilirler.
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2.8 Kapiler Elektroforez Teknikleri

CE’ de ¢aligma amacina bagli olarak kullanilan baslica teknikler Cizelge 2.2° de

verilmistir.

Cizelge 2.2 : Kapiler elektroforez teknikleri [25].

CE Yontemi

Tarift

®
Kapiler bilge elektroforezi
(Capillary Zone
Electrophoresis, CZE)

Kapiler jel elektroforezi
(Capillary Gel
Electrophoresis, CGE)
Miselli elekirokinetik kapiler
¢lektro-kromatografl
(Micellar Electrokinetic
Capillary Chromatogr aphy.,
MECK)

Kapiler elektrokromatografi
(Capillary
Electrochromatography.
CEC)

Kapiler izoelektirik
(Capillary

isoelectric focusing. CIEF)
Kapiler izotakoforez
(Capill ary Isotachophoresis
CITP)

Avirma, céiziinenlerin elektroforetik harekefliliklerine
badl olarak gerceklesir ve kapiler icerisinde
elektroforetik tampon icinde cdziinmmis ivonik
flirlerin farkls mzlarla gbc etmelerine dayamir.

Ayrrma ciziinenlerin biyikliklerine bagh olarak,
capraz-baglanmus yapili jel ile doldurulnms kapiler
icindeki deliklerden gecmeleriyle olur.

Temel ayirma mekanizmast chziinenlerin miselli faz

ile cizgen fazi arasmdaki paylagsma davanr. CE'de

bu yintem savesinde vilk tastvan molekiiller

birbirinden ayrilabildi& gibi, nétr molekillerin ayrimu da
miimkiin olabilmektedir.

Kapiler boru kromatogr afik dolgu maddesi (vada

duragan faz) ile doldurulmus veya kaplanmustir. Kdcal boru
icindeki akg elekiroozmotik akus sayesinde (kimi zaman
basing takviyesi de kullantlarak) temin edilir. Kolondaki
tutunma siresi, dektroforetik gic ve kromatografik
futunmann bir bilesimi olarak belirlenir.

Amfoter maddelerin izoelektrik noktalarma gére veya pl
odaklama degerlerine gire ayrimu sadlanir. Elektrik
alan uvenlanacak kolon bovunca pH mevili olusturulur.
Avirma stirekli olmayan tampon cdzelti icinde,
cizinenlerin elekroforetik harekefliliklerine bagh
olarak hareket etmelerine dayah olarak gerceklesir. Bu
sekilde iki cdzgen arasinda aymi uzlarda derleyen bir
dizi bitisik bdlge (Grnek bolgeleri) olusur.
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3. HOMOGENTISIK ASIT

3.1 Homogentisik Asit ve Alkaptoniiri

Alkaptoniiri; homogentisik asit oksidaz enzim eksikligine bagli gelisen, nadir
goriilen (250.000-1.000.000 insanda bir) otozomal ¢ekinik metabolik bir hastaliktir.
Homogentisik asidin kimyasal yapis1 Sekil 3.1’ de goriilmektedir. Eksikligin sebebi,
homogentisik asit oksidaz (HAO) geninde degisiklik (mutasyon) olmasidir. Bu
enzim, homogentisik asidin (HGA) maleilasetik aside doniisiimiinii saglamaktadir
(Sekil 3.2). Enzim eksikligi sonucu HGA viicutta birikir, idrarla atilmaya basglar.
Doku ve idrardaki HGA oksijenle karsilasinca benzokinona doniisiir. Benzokinonlar
ise melanin benzeri polimerler olusturur. Melanin benzeri polimerler bilhassa bag
dokusuna yerleserek okronozis denilen, dokuda kahverengi-Siyah renkte
koyulagmaya yol acgar [26]. Okronozis terimi, 1866 yilinda ilk kez Virchow
tarafindan bag dokusunda sar1 kahverengi pigment birikimi olarak tanimlanmistir.

Okronozis genellikle erigkinlerde goriiliir [10].

HO
0

HO OH

Sekil 3.1 : Homogentisik asidin kimyasal yapisi [27].

Artan yagla birlikte hastalarda 6zellikle omurga ve diz, kalca gibi agirlik tasiyan
eklemlere yonelik, daha nadir olarak da omuz eklemlerine ve diger iist ekstremite

eklemlerine yonelik sikayetler ortaya ¢ikar [10].

Idrarda homogentisik asidin varhigi alkaptoniiriyi gosterir. HGA ve iiriinlerinin
birikmesi doku renginde siyahlasma disinda kemik, eklem, omurga ve Kkalp

kapaklarinda bozulma yapar. Idrarda siyahlik, sklerada ilerleyici beneklenme ve
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okronotik eklem bozuklugu karakteristik ve en sik karsilasilan bulgulardir.
Alkaptoniiri, viicutta baglica eklem kikirdagi ve kalbi etkiler. HGA’ nin 6zellikle bag
dokusunda birikmesi eklem, deri, goz, kardiovaskiiler sistem, genitoliriner sistem,
solunum sistemi ve nadir olarak da santral sinir sistemi, dis ve endokrin sistem

tutulumlarina neden olabilir. Hastalarin yasam siirelerini etkilemez.

Alkaptoniirinin ciddi belirtileri eriskin dénemde ortaya ¢ikmaktadir. Cocukluk
caginda ilk belirti, idrarda siyahlasma ve bebek bezinde siyah lekelenmelerdir.
Homogentisik asidi bulunduran idrar alkali ortamda hizla siyahlasir. idrar, ilk
yapildiginda normal sar1 renkteyken, birkag¢ saat igerisinde siyah renge doniisiir veya

alkali madde temasi ile kahverengiye doniisiir (Sekil 3.3) [26, 28].

Fenilalanin

Tirozin

|

p-hidroksifenilpiirivik asit

Homogentisik asit oksidaz

Homogentisik asit

|

Maleilasetoasetik asit
Sekil 3.2 : Homogentisik asit metabolizmasi [21].

Sekil 3.3’ de hastadan alinan bekletilmemis, iki giin digsarida bekletilmis ve igerisine
sodyum hidroksit eklenmis idrar 6rnekleri goriilmektedir. Idrara NaOH eklenmesi ile
idrar rengi siyaha donmiistiir. Hastaligin teshisinde, idrarda yiiksek miktarda bulunan
homogentisik asidin (alkapton) kantitatif tayini ¢ok onemlidir. Fenilalanin ve tirozin
metabolizmasindaki homogentisik asit oksidaz enziminin eksikligi, idrarda
homogentisik asit miktarin1 arttirir. Son yillarda yeni molekiiler diagnostik
tekniklerin gelisimiyle de semptomlar ortaya c¢ikmadan hastaligi tanimlamak
miimkiin hale gelmistir [10]. Alkaptoniirinin 6zel bir tedavisi yoktur. Agr1 kontrolu,
fizyoterapi, hastanin ev programi konusunda egitimi tedavi seceneklerini olusturur.

Deneme asamasinda olan ¢esitli tedavi yontemleri sunlardir:
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Sekil 3.3 : Homogentisik asidin idrarda kalitatif tayini

1. Yiiksek dozda vitamin C (100mg/kg), homogentisik asidin oksidasyonunu ve
polimerizasyonunu in vitro olarak engeller ancak uzun donem kullanim sonuglar
bilinmemektedir. N-asetilsistein ve vitamin E’ nin de in vitro olarak homogentisik

asidin polimerizasyonunu ve birikimini engelledigini gosteren ¢alismalar vardir.
2. NTBC ( Nitrotrifluoromethylbenzoylcyclohexanedione).
3. “HGA oksidaz” enzimini rekombinant teknoloji ile yerine koyma.

4. Tirozin ve fenilalaninden fakir, diisiik proteinli diet Onerilmektedir, ancak

uygulamada pratikligi ve yarari tartisilmaktadir [28].

5. Bugiin en etkin tek tedavi nitisinon tedavisidir. Bu ilag, tirozin yikim yolunda
homogentisat olusumunu saglayan 4-hidroksifenil piruvat dioksigenaz enzimini
engelleyerek etki eder. Nitisinon’ un iki 6nemli yan etkisi vardir. Birincisi, serum
tirozin diizeyini arttirarak gdzde kuruluk, batma, 1s18a hassasiyet, korneada yozlasma
ve kristal olusumasidir. Ikincisi ise, suni olarak tirozinemi tip III olusturur. Bu
hastaligin en ¢ok goriilen etkileri beyin {izerindedir. Bu her iki 6nemli yan etkiden
sakinmak i¢in hastanin aldigi proteinin azaltilmasi tavsiye edilmektedir. Fakat
tedaviye en uygun baslanma yasi, ne kadar siirmesi gerektigi ve olasi baska yan
etkileri heniiz tam olarak bilinmemektedir. Gerekebilecek diger tedavi yontemleri

agr1 kesiciler ve eklem, kas, bag sikayetleri i¢in cerrahi islemlerdir [10,28].

3.2 Klinik Metabolitler

Analizlerde kullanilan Klinik metabolitler idrar, kan serumu ve beyin omurilik

stvisidir. Analizi en kolay yapilan metabolit ise idrardir.
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3.3.1 idrar

Bobrekler, insan viicudunda bosaltim sistemindeki 6nemli organlardan biridir.
Fizyolojik dengeyi, toksinler ve metabolitler gibi istenmeyen bilesiklerin atilmasini
saglarlar. Atilan idrarda birbirinden farkli yapida olan inorganik iyonlar, organik
asitler, amino asitler, piirin ve pirimidinler gibi binlerce bilesik bulunur. Karakterisitk
olan bazi metabolitlerin idrarda birikmesi bir¢ok hastaligin belirtisi olabilmektedir.

Saglikli bireylerden alinan idrar Ornegi ile hasta bireylerden aliman O6rnek

karsilastirildiginda bulunan farkliliklar, hastaliklarin teshisinde 6nemli bir kriterdir
[7].

Idrardaki protein konsantrasyonu, diger biyolojik sivilara (serum, beyin omurilik
stvis) gore daha diisiiktir. Ornek hazirlanmas1 sadece seyreltme islemini
icermektedir, fakat; idrarda bir¢ok bilesen olmasi nedeniyle analizlerin yapilmasi
kolay olmamaktadir [7]. UV ve LIF ve MS dedektorle birlestirilmis kapiler

elektroforez ile idrardaki metabolitlerin analizi yapilabilmektedir [29,30].
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4. DENEYSEL TASARIM VE OPTiMIZASYON

Kemometri, miimkiin oldugu kadar az deney yapilarak ¢esitli yontemlerden elde
edilen kimyasal verilere istatiksel ve matematiksel tekniklerin uygulanmasi ile bu
verilerden daha fazla yararl bilgilerin elde edilmesine olanak taniyan bir disiplindir.
Kemometri yalnizca veri degerlendirmede degil, deney tasariminda da yol gdésterici

olarak kullanilmaktadir [31].

Deneysel tasarim klasik ve kemometrik yontemler olmak iizere iki sekilde
yapilabilir. Klasik yontem ile, her bir parametrenin deney {iizerindeki etkisini
arastirmak i¢in diger biitiin parametreler sabit tutularak, her seferinde bir parametre
denenir. Klasik yontemler ile yapilan deneysel ¢aligmalarda parametreler arasindaki
etkilesimler goz ardi edilmekte, ayni zamanda ¢ok zaman harcanmakta ve daha

pahaliya mal olmaktadir.

Deneysel tasarimin amaci deney sayisini, maliyeti azaltmak ve zamandan tasarruf
saglamaktir [32]. Istatiksel deneysel tasarim yontemleri ile, deneysel ¢alismalarda
tim parametreler ayni anda incelenebilir. Klasik yontemlerde karsilasilan
problemler, istatiksel deney tasarim yontemleri ile giderilebilir. Kemometrik
yontemlerin avantaji belli bir modele gerek duyulmamasidir. Model elde edildigi
zaman optimizasyonu, regresyon modelleri ile gerceklestirmek ¢ok kolaydir.
Modelde bir bagimli degisken (yanit) ve gesitli bagimsiz degiskenler (faktorler)
vardir [33,34].

CE ayirma sartlarinin optimizasyonunda kullanilan bagimli degiskenler; ayirma
etkinligi, gelis zamani, rezoliisyon v.b. degiskenlerdir. Bunlar etkileyebilen
parametreler ise ayirma voltaji, tampon bilesimi, iyonik kuvvet, sicaklik, kapiler
uzunlugu, injeksiyon zamani gibi genis bir aralikta de8isen ayirma sartlaridir.
Optimum ayirma sartlarini belirlemek i¢in kullanilan klasik yontem, bir parametreyi
degistirirken, diger parametreleri adim adim sabit tutmaktir. Ayirma sartlarii bu
klasik yontemi kullanarak arastirmak ¢ok fazla deneysel islem gerektirir ve deneyler

yorucu, biktirict ve zaman alicidir. Bu yontemde baska bir etkilesim goriildigi
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zaman verilen herhangi bir degiskenin etkisi diger degiskenlerin biiytlikliigline bagh
oldugu i¢in tek degiskenli optimizasyon uygun degildir [35].

Kemometrik deneysel tasarim teknikleri ile yukarida bahsedilen eksiklikler ortadan
kaldirilabilir. Deney sayist kemometrik yontemler ile oldukca azaltilabilir.
Kemometrik deneysel tasarim teknikleri, bir yontemin gelistirilmesinin baslangi¢
asamalarini ve analiz verilerinden, ¢ok miktarda anlamli bilginin ¢ikarilmasini igerir.
Bunu az sayidaki matematiksel ¢aligma ile pek ¢ok parametrenin ard arda taranmasi
takip eder [31,35].Yiiksek verimli deneysel ¢aligmalar, kemometrik deneysel tasarim
ve kantitatif degerlendirme ydntemlerine dayanir. Deneysel tasarim ve kantitatif
degerlendirmeler matematiksel modeller veya tasarimlar vasitasiyla yapilabilir.
Deneysel tasarimin 6nemi, tarama tasarimlari, optimizasyon, zaman tasarufu ve

modelleme olarak dort madde ile agiklanabilir [33].

4.1 Tarama Tasarimlari

Tarama tasarimlari, deneysel calismalarda sonucu etkileyen Onemli faktorlerin
belirlenmesi i¢in kullanilir. Bu amagla kullanilan tasarimlar full faktoriyel (FFD),
fraksiyonel faktoriyel ve Plackett-Burman (PBD) tasarimlaridir. Bu ¢alismada

kulanilan tarama tasarimi full faktoriyel tasarimdir.

4.1.1 Full faktoriyel tasarim

Full faktoriyel tasarim, sonug¢ (yanit) tizerine etki eden faktorlerin hangileri ve ne
kadar etkili oldugunun anlagilmasinda kullanilan iki seviyeli bir tarama tasarimidir.
Tasarimda deney sayist N= n* formiilii ile verilir. Burada n seviye sayisini, k faktor
sayisini  gosterir. Iki seviyeli bir tasarimda, genel olarak deney sayisi 2% ile
hesaplanir. Seviyeler diisiik seviye -1 ve yiiksek seviye +1 olarak kodlanir. ki
faktor i¢cin deney sayisi 2%= 4, ii¢ faktor icin 8 dir. Bu calismada dort faktor
kullanilmistir. Dort faktor i¢in deney sayis1 16” dir.

Cizelge 4.1 : Calismada kullanilan faktorler ve seviyeleri

Faktorler -1 0 1
pH 6 7 8
Tampon konsantrasyonu(mM) 10 20 30
Voltaj(kV) 20 24 28
Injeksiyon basinci(mbar) 40 60 80
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Cizelge 4.2 : Full faktoriyel tasarim tablosu

Deney No X4 X5 X3 X4
1 1 1 1
2 -1 1 1 1
3 1 -1 1 1
4 -1 -1 1 1
5 1 1 -1 1
6 -1 1 -1 1
7 1 -1 -1 1
8 -1 -1 -1 1
9 1 1 -1

10 -1 1 1 -1
11 1 -1 1 -1
12 -1 -1 1 -1
13 1 1 -1 -1
14 -1 1 -1 -1
15 1 -1 -1 -1
16 -1 -1 -1 -1

Cizelge 4.3 : Faktorlerin gercek degerleri

Deney No X X, X3 Xa y
1 8 30 28 80 1,08
2 6 30 28 80 0,95
3 8 10 28 80 0,66
4 6 10 28 80 0,65
5 8 30 20 80 1,40
6 6 30 20 80 1,51
7 8 10 20 80 1,06
8 6 10 20 80 1,04
9 8 30 28 40 1,39

10 6 30 28 40 1,30
11 8 10 28 40 0,93
12 6 10 28 40 1,01
13 8 30 20 40 2,06
14 6 30 20 40 2,67
15 8 10 20 40 1,53
16 6 10 20 40 1,86

Birinici adimda, incelenen her bir faktor icin diisiik ve yiiksek seviyeler belirlenir.

Cizelge 4.1’ de bu calismada incelenen faktorler ve seviyeleri goriilmektedir.
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Ikinci adimda, kodlanmis seviyelere gére tasarim tablosu olusturulur. Burada yiiksek

seviye (+1) ve diisiik seviye (-1) dir (Cizelge 4.2).

Ugiincii adimda kodlanmus degerler yerine, faktorlerin gercek degerleri yerlestirilerek

deneysel calismalar gergeklestirilir [33].

4.2 Optimizasyon

Optimizasyon tarama tasarimlari ile bulunan 6nemli faktorlerin optimum degerleri,
optimize edilerek iyilestirilebilir. Cok sayida faktor incelendiginde, klasik yontemler
zaman alic1 ve maliyetli olmaktadir. Iki seviyeli tasarimlar, her bir faktériin etkilerini
genel olarak inceleyen yontemlerdir. Onemli faktorler belirlendikten sonra optimum
degerlerin bulunmas1 icin merkezi kompozit tasarim (CCD) kullanilir. CE
ayirmalarinda en ¢ok kullanilan deneysel tasarim yontemleri PBG, BBD, CCD, FFD
tasarimlaridir [34-39]. Optimizasyon iki nedenle yapilir. Birincisi, deney sonucunu
etkileyen faktorlerin optimum degerlerini bulmaktir. Ikinci neden ise, her bir
faktoriin sonuca etkisini gosteren matematiksel modelin olusturulmasidir. Faktoriyel
tasarmmlar tekrarlanan deney sayis1 ve parabolik etkileri incelemez. Onemli faktorler

belirlendikten sonra parabolik etkiler ve faktorler arasindaki etkilesimler hesaplanir.
Merkezi kompozit tasarimda tig tiir tasarim noktas1 vardir:

1. iki seviyeli full faktdriyel yada fraksiyonel faktdriyel

2. Star (eksenel) noktalar

3. Merkezi noktalar
Merkezi kompozit tasarimda deney sayis1 asagidaki formiille belirlenir.

Deney sayisi= 24+2k+1 4.1)

4.2.1 iki seviyeli faktériyel noktalar

Bu noktalar 2% ile gosterilir. Burada seviyeler (-1) ve (+1) olarak faktorlerin
minimum ve maksimum degerlerini gosterir. iki faktoriin oldugu durumda, 4

faktoriyel tasarim noktasi vardir (Sekil 4.1).
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4.2.2 Star noktalar

Star noktalar, 2¢ ile gosterilir ve seviyeler +o degerlerini alir. o degeri +3/2%

formiilii ile hesaplanir. o, minimum ve maksimum degerlerin diginda bir degerdir ve
genellikle 1’ den biiyliktiir. o’ nin degeri star noktalarin yerini belirler. Bu noktalar

modelin egriligini belirlemede kullanilir. Bu tasarim dairesel bir simetriye sahiptir.

4.2.3 Merkezi noktalar

(4.1) nolu formiilde 1 ile gosterilen kisimdir. Orta seviyedeki deney sayisin1 gosterir.
Sec¢ilen faktorlerin 0 seviyesindeki noktalardir. 0 ile gosterilen seviye, faktorler igin
belirlenen minimum ve maksimum degerlerin ortalamasi alinarak bulunur. Merkezi

noktalar, deneysel hatalari tespit etmek i¢in 4 -6 kez tekrarlanir.

Bu calismada, merkezi kompozit tasarimn 2% full faktoriyel yontemi kullanilmistur.
Bu yontemde ilk adim, bagimli degisken (yanit) iizerinde etkisi oldugu diisiiniilen
bagimsiz degiskenleri (faktorleri) ve bunlarin seviyelerini belirlemektir. Tampon
konsantrasyonu ve ayirma voltaji olarak iki faktor secildiginden, 22 full faktoriyel
tasarim kullanilmigtir. Rezoliisyon, yanit (bagimli degisken, y) olarak alinmuistir.
Faktorlerin ¢alisma araliklari ve 5 farkli seviyedeki degerleri Cizelge 4.3’ de

verilmistir.

Sekil 4.1 : CCD igin tasarim noktalari.
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af

a degeri a = V2F csitliginden « = Y22 = 1.414 olarak bulunmustur. 2% full

faktoriyel noktalar1 gostermektedir. Bu calismada regresyon analizi Microsoft
EXCEL ile yapilmistir.

2% full faktoriyel tasarimda, faktorler iki seviyeli (+1,-1) olup deney sayis1 4’ tiir. Bu
calismada, 4 faktoriyel nokta, 2*2=4 star noktasi, 6 merkezi nokta segilerek toplam
deney sayist 14(4+4+6) olarak belirlenerek Cizelge 4.4’ de tasarlanan deney ve

faktorler, deneysel kisimda gosterilen Cizelge 6.2” de deney plani olusturulmustur.

Cizelge 4.4 : Optimizasyon deneyleri i¢in tasarlanan deney ve faktorlerin degerleri

Kodlanmig degerler Deneysel degerler
Xz(kons.) Tasarim
Deney no Xi(voltaj) kv mM X1 X5 Noktalari
1 -1 -1 20 10 Faktoriyel
2 -1 1 20 40 Faktoriyel
3 1 -1 28 10 Faktoriyel
4 1 28 40 Faktoriyel
5 -a 0 18,3 25 Star
6 a 0 29,7 25 Star
7 0 -a 24 3,79 Star
8 0 a 24 46,41 Star
9 0 0 24 25 Merkez
10 0 0 24 25 Merkez
11 0 0 24 25 Merkez
12 0 0 24 25 Merkez
13 0 0 24 25 Merkez
14 0 0 24 25 Merkez

4.3 Model Olusturma

Tarama tasarimi ve optimizasyon sonucu her bir faktoriin etkisi matematiksel
modelle ifade edilebilir. Boylece deneysel sonucun yaninda, hesapla, tahmini sonug
da bulunmus olur. Beklenen sonucun deneysel olarak gergeklestirilip

gerceklestirilemedigi kontrol edilir.

Istatiksel deneysel tasarimdan elde edilen veriler ¢oklu lineer regresyon ydntemi
kullanilarak degerlendirilir. Yanitlar polinomiyel fonksiyonlar ile tanimlanir. Tarama

tasarimlar i¢in asagidaki polinomiyel esitlik;
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y=b, +Xbx,+ X b xx; (4.2)

Pjvivj

Merkezi kompozit tasarimi i¢in ise;
¥ =by +ZJ{ byx; + 2?1{ biixiz E:{-i:_;l' bz‘sz'xj (4.3)

seklinde verilir. Burada y: yanit; Xp,Xz...... xk: faktorler; bj ... by: regresyon modeli
ile belirlenen katsayilar; bjjxix;: faktorler arasindaki etkilesimi; byx” ise modelin

egriligini tanimlar [31].

Hesaplamalar igin faktorler arasindaki etkilesimleri de i¢ine alan bir tasarim matrisi
olusturularak veriler analiz edilir ve yukaridaki matematiksel modellerden biri

olusturulur.

b katsayilar1 tasarim matrisi, bir kare matris ise asagidaki lineer denklem ile

hesaplanabilir.

y=D.b (4.9)
b=D1y (4.5)
y: yanit ~ D: Tasarim matrisi ~ b:katsayilar

Tasarim matrisi, kare matris degil ise katsayilarin hesaplanmasi asagidaki sekilde
yapilir:

y=h.X (4.6)
Buradan b katsayis1

b=(X"X)"Xy 4.7)

(4.7) esitliginden hesaplanir. Bulunan b katsayilari, dogru denkleminde yerine
konulur.

Full faktoriyel tasarimda, her bir faktoriin ve faktorlerin etkilesimlerinin, deney
sonucuna etkileri incelenir. Full faktoriyel tasarim faktér sayisi 4-5 oldugunda
kullanililir. Bundan daha fazla faktor varsa, ornegin, 7 faktor i¢in 128 deney, 10

faktor i¢in 1024 deney yapmak gerekir. Bu durumda diger tasarimlar kullanilir [33].

Bu calismada optimum degerler polinomal esitligin yani modelin X; ve X, gore kismi

tiirevlerinin alinip, sifira esitlenmesiyle bulunmustur [41].
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5. DENEYSEL

5.1 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Deneysel calismalarda, UV-Visible Dedektor (Lambdal000, Bishoff, Leonberg,
Germany) ile birlestirilmis Prince Technologies (Emmen, Netherland) kapiler
elektroforez injeksiyon sistemi kullanilmistir. Tampon ¢ozeltileri Metrohm marka
pH-metre ile hazirlanmigtir. Analizlerin gerceklestigi silika kapiler kolonlar,

Polymicro teknolojiden temin edilmistir.

Deiyonize su, Purelab Option Q7-15 cihazindan elde edilmistir.

5.2 Kimyasal Maddeler

Homogentisik asit Fluka’dan, Benzoik ve Hippiirik asit Merck’ ten temin edilmistir.
Fosforik asit ve Tris (hidroksimetil) aminometan Riedel-de Haén, Sodyum hidroksit

ve Borat Merck marka kullanilmistir.

5.3 Elektroforetik Kosullar

Ayirmada kullanilan silika kapiler ¢ap1 75um 1.D.x 60 cm toplam (etkin boyu 46 cm)
uzunluktadir. Calisgma tamponu olarak 10-50 mM H3PO, kullanilmis olup ve
tamponun pH’t 1.0M NaOH ile ayarlanmistir. Calisma tamponu her giin yeni

hazirlanarak kullanilmustir.

Silika kapiler, her giiniin basinda ve sonunda 15 dakika 1.0M NaOH ile ardindan 5
dakika deiyonize su ile son olarak da 10 dakika ¢alisma tamponu ile yikanmistir.
Kapilerin sicakligr 25°C’ de sabitlenmistir. Dedeksiyon, UV dedektorii kullanilarak
gergeklestirilmistir. Calisilan dalga boyu 190 nm olarak secilmistir.
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5.4 Standartlarin Hazirlanmasi

Homogentisik asitten 1.68 mg alinarak 10 ml’ye tamamlanip, 1.0 mM stok ¢ozeltisi

hazirlanmistir. Hippiirik ve Benzoik asit i¢in de ayni yontem izlenmistir.

5.5 idrar Orneklerinin Hazirlanmasi

Saglikli ve hasta bireylerden alinan idrar Ornekleri 100 Kkat seyreltilerek

kullanilmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

HGA’ nin Sekil 3.1° de gorillen molekiil yapisina gére CE ile UV dedektor
kullanarak tayin edilebilecegi anlasilmaktadir. pK,; degerinin de 4.40 olmasi
nedeniyle pH 6 ve tizerindeki pH degerlerinde negatif yiiklii olacagi s6ylenebilir. Bu
durumda HGA normal bir silika kapilerde polarite degistirilmeden tayin edilebilir.
Sekil 6.2 de de goriildiigi gibi, uygulanan voltaja bagl olarak HGA piki 3-6 dakika

arasinda gelmektedir.

6.1 Calisma Tamponunun Belirlenmesi

Calisma tamponunu belirleyebilmek i¢in 3 farkli tampon ¢ozelti denenmistir. 20 mM
Fosforik asit pH: 7.0, 20 mM Tris pH: 8.0, 20 mM Borat pH: 9.4 tamponlar ile
injeksiyonlar yapilmis ve bu injeksiyonlar sonucunda elde edilen pikler neticesinde,
orneklerin UV spektrumlart alinmstir (Sekil 6.1).

absorbans

200 250 300 350 400

Sekil 6.1 : Farkli tamponlarda hazirlanan HGA 6rneginin UV spektrumlari
(@) Tris (b) Borat (c) Fosforik asit.

Borat, tris ve fosforik asit tamponlari ile injeksiyonlar yapildi. Borat ile ¢alisildiginda
pikin omuzlu gelmesi, tris ile iki pik gozlenmesi Ornegin bu tamponlarda

bozuldugunun gostergesidir (Sekil 6.2).
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Sekil 6.2 : Farkli tamponlarda hazirlanan HGA 6rneginin elektroferogramlari (a) 20
mM Borat pH=9.4, 20kV, 100mbar, 0.10dk, 190nm (b) 20 mM Tris
pH=8.0, 28kV, 100mbar, 0.10dk, 190nm (c) 20 mM H3PO, pH=7.0
28kV, 100mbar, 0.10dk, 190nm.

Fosforik asit tamponu ile yapilan injeskiyon ve alinan UV spekturmunda 190 nm’ de
yiksek bir absorbans oldugu gozlenmistir. Bu tamponda 250 nm’ de bir pik

goriilmemistir. Bu nedenlerle, ¢alisma tamponu olarak H3PO,4 olarak belirlenmistir.

6.1.1 Tampon pH’ mmin belirlenmesi

Calisma tamponun pH’ 11 belirleyebilmek i¢in farkli pH’ larda hazirlanan
tamponlarin alinan UV spekturumlarinda, yiiksek pH’ larda hazirlanan 6rneklerin
190 nm’ deki absorbansinin énemli 6l¢iide diistiigii gézlenmistir. Caligsma tamponun

pH’ 1 7.0 olarak belirlenmistir.

3,549

absorbans

Sekil 6.3 : Farkli pH’ lardaki H3PO,4 tamponu ile hazirlanan 6rneklerin UV
spekturumu (a) pH= 7 (b) pH=3 (c) pH=11.
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6.2 Idrarda HGA Piklerinin Saptanmasi

HGA’ nin idrar 6rnegindeki yerini tespit etmek i¢in bir idrar 6rnegi injekte edilmistir.
Bu elektrofereogram Sekil 6.4’ de goriilmektedir. Idrarda gesitli organik asitlerin
ayrilmasinin gergeklestirildigi bir ¢alismada, HGA’ nin hippurik asit ve {irik asit
arasinda geldigi goriilmektedir [42]. Sekil 6.4.a” daki elektroferogramdan HGA’ nin
bu iki asit arasinda geldigi goriillmektedir. Fakat, Hippurik asit ile HGA pikleri tam
olarak ayrilmamiglardir. Bu asitlerin ayrilmalarini optimize etmek ic¢in merkezi
kompozit tasarim kullanilmigtir. Sadece 14 deney yapilarak optimum sartlar tespit

edilmistir.

absorbans(AUx10E-02)
o 5 & 8 & 8 &
1 1 1 1 1 1 J

o
1

N
w
Y
o
o
~
©

zaman(dk)

Sekil 6.4 : Idrar 6rneginin elektroferogramlari (a) 0.05mM HGA spike yapilmus idrar
ornegi (b) Idrar 6rnegi (20mM H3sPOy4, pH=7.0, 60mbar, 20kV).

6.3 Deneysel Tasarim ve Metot Optimizasyonu ile Elde Edilen Sonuclar

Deneysel tasarim yonteminde izlenen yontemler ve elde edilen sonuglar asagida

verilmektedir.

6.3.1 Faktoriyel tasarim ile etkili faktorlerin bulunmasi

Bolim 4.1.1’de agiklanan yontemle Cizelge 4.2° de verilen tasarim tablosu
kullanilarak faktorler ve aralarindaki etkilesimleri incelemek igin iki seviyeli full
faktoriyel tasarim kullanilmis ve bu amagla 16 deney gergeklestirilmistir. Bu tarama
tasarimi ile faktorler arasindaki miimkiin olan etkilesimler belirlenmistir. Rezoliisyon
(2.15) nolu esitlikten hesaplanmistir. Faktorler i¢in tasarim matriksi ve yiiksek ve

diisiik seviye degerleri, hesaplanan yanitla birlikte kodlu degerler Cizelge 4.3 de,
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deneysel degerler de Cizelge 4.2° de verilmistir. Deneyler rasgele sira ile
gerceklestirilmistir. Tarama analizi Microsft EXCEL programi kullanilarak analiz
edilmis ve bulunan faktorler ve tiim etkilesimleri i¢in katsayilar ve p degerleri

Cizelge 6.1’ de belirtilmistir.

Cizelge 6.1 : Matematiksel model i¢in katsayilar, faktorler ve faktorler arasi
etkilesimleri igin p-degerleri

Katsayilar P-degeri
Kesim 1,3189 0,0060

P -0,0551  0,1401
c* 0,2265  0,0346
V* -0,3228  0,0243
| * -0,2752  0,0285
P*C -0,0078  0,6397
P*V 0,0745  0,1044
P*| 0,0608  0,1274
C*v -0,0421  0,1813
C*| -0,0347  0,2175
Vad 0,1131  0,0691

P*C*V 0,0446 0,1716
P*C*I 0,0063 0,7003
P*V*| -0,045 0,1687
C*V*| 0,0335 0,2245
P*C*v*| -0,0123 0,8313

14 Ce

# Series|

& |1

0.4 0,3 -0,2 -0,1 0 0,1 02 03

Sekil 6.5 : Normal olasilik grafigi

Katsayilar i¢in ¢izilen normal olasilik grafiginden etkili faktorlerin C, V ve I oldugu

goriilmektedir. Ayrica etkili faktorler p-degerlerinden de belirlenebilir. Hangi
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faktorlerin etkili oldugunun belirlenmesi p-degerlerine bakilarak da bulunabilir.
Etkili faktorlerin p-degerleri 0,05 anlamlilik diizeyinden kii¢iik olmalidir. P-degeri
kiiciik olan faktorler C, V ve I’ dir. Tim etkilesimlerin p-degeri>0,05 dir. Bu
sonuclardan, faktorler arasindaki etkilesimlerin rezoliisyona bir etkisi olmadigini
sOyleyebiliriz. Boylece tarama tasariminin analiz sonuglarindan, tampon
konsantrasyonu (C), injeksiyon (I) ve uygulanan voltajin (V) en etkili faktorler

oldugu belirlenmistir.

6.3.2 Optimizasyon

Optimum sartlarin bulunmasi i¢in Cizelge 4.4° de belirtilen merkezi kompozit
tasarim kullanilarak deneysel ¢alismalar yapildi. Pik rezoliisyonunu (yaniti1) etkileyen
faktorler olarak, tampon konsantrasyonu ve ayirma voltaji alinarak injeksiyon basinci

ve tampon pH’ 1 deneyler boyunca sabit tutuldu.

Cizelge 6.2°de tasarlanan deneyler ve faktorlerin gercek degerleri gosterilmektedir.

Deneyler rastgele sira ile gergeklestirilmistir.

Cizelge 6.2 : 1ki faktorlii CCD icin faktdrlerin seviyeleri ve elde edilen yanutlar.

Kodlanmis degerler Deneysel degerler
Deney Xa(kons.)
no Xi(voltaj) kv mM X1 X5 Rezoliisyon
1 -1 -1 20 10 0,98
2 -1 1 20 40 1,94
3 1 -1 28 10 1,13
4 1 1 28 40 2,18
5 -1414 0 18,3 25 1,70
6 1414 0 29,7 25 1,73
7 0 -1414 24 3,79 0
8 0 1414 24 46,41 2,25
9 0 0 24 25 1,63
10 0 0 24 25 1,62
11 0 0 24 25 1,64
12 0 0 24 25 1,65
13 0 0 24 25 1,65
14 0 0 24 25 1,66

Piklerin gelis zamanlar1 ve genislikleri kullanilarak (2.15) formiiliinden rezoliisyon

degerleri hesaplandi.
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Yanitlar ve faktorler arasindaki iligkileri belirlemek i¢in yanit ylizey metodu
kulllanild1. Tasarimda kullanilan voltaj ve konsantrasyon degerleri igin; V(voltaj), K

(konsantrasyon), V%, K? degerleri hesapland.

Degiskenler arasindaki iligskiyi gosteren regresyon denklemi asagidaki sekilde

Rs = 2126 — 0.195V + 0.0930K + 0.00434V? — 0.00099K?

tiretilmistir:

Coklu belirleme katsayis1 olan R? | 0,94368 olarak hesaplanmistir. Bu katsay1 Rs’
deki degisimin ne kadarinin faktorlerce agiklanacagini gosterir. Bu matematiksel

modelin uygun oldugunu sdyleyebiliriz.

Sekil 6.6° da rezoliisyona etki eden konsantrasyon ve voltajin {i¢ boyutlu grafigi
gosterilmistir. Bu grafik iki faktoriin hem birbirleri, hem de yamit {izerindeki
etkilerini gostermektedir. Grafikte belirtilen renk araliklar1 farkli rezoliisyon
degerlerini gdstermektedir. Ornedin; kirmizi bélgeler yiiksek, mavi renkli bdlgeler
diisiik rezoliisyon degerlerini gostermektedir. Sekil 6.7° de ise kontur grafigi
goriilmektedir. Bu sekillerden de goriildiigii gibi diisiik tampon konsantrasyonu ve
yiiksek voltaj araliginda ayrilmanimn iyi olmadigi ama disiik voltaj araliginda, tiim

konsantrasyon degerleri boyunca rezoliisyonun iyi oldugu oldugu goriilmektedir.

Optimum  noktalar, bolim 4.3> de ifade edildigi gibi V(voltaj) = 22 kV ve
K(tampon kons.) = 47 mM olarak bulunmustur.
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Sekil 6.6 : Konsantrasyon ve voltajin etkisini gosteren yanit ylizey grafigi.
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Sekil 6.7 : Rezoliisyona, konsantrasyon ve voltajin etkisini gosteren kontur grafigi.

Bu optimum sartlar kullanilarak hasta idrar 6rneginde metot validasyonu yapilmistir.

6.4 Metot Validasyonu

Idrardaki homogentisik asit miktarmi tayin edebilmek i¢in 0,01-0,02-0,04-0,08-0,16
mmol/ml konsantrasyon aralifinda dogrusal kalibrasyon grafigi cizilmistir.

Kalibrasyon egrisi Sekil 6.8’ de goriilmektedir.

500

y =2740,1x - 4,9 .
400 1 R2 = 0,9997
300
=)
< -
% 200 /
K]
= ]
100 — /-
I/-
0 -
0,00 0,235 o,llo 0,'15
konsantrasyon(mM)

Sekil 6.8 : Homogentisik asitin kalibrasyon egrisi.

Kalibrasyon denklemi y = 2740,1x - 4,9 olarak bulunmustur. Dogrusal regrasyon
degeri 0.9997dir.
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6.5 Tekrarlanabilirlik Degerleri

Tekrarlanabiliriligi hesaplayabilmek i¢in homogentisik asit standardi ardarda yedi
kez injekte edilmistir. Gelis siiresi ve alanlarin %RSD olarak tekrarlanabilirlik

degerleri Cizelge 6.3 de goriilmektedir.

Cizelge 6.3 : Tekrarlanabilirlik degerleri.

A(Pik Alani1)%RSD t(Gelis Suiresi)%RSD
Gln igi 1,19 0,37

6.6 Geri Kazamim Degerleri

1:100 seyreltilmis hasta idrar orneklerine, li¢ farkli konsantrasyonda standart madde
ilavesi yapilarak geri kazanim analizleri yapilmistir. Cizelge 6.4’ de idrar Ornegi
tizerine ilave edilen homogentisik asit miktarlarinin geri kazanim degerleri

goriilmektedir.

Cizelge 6.4 : Geri kazanim degerleri.

eklenen madde

konsantrasyonu %geri kazanim
0.01 mmol/ml 93.0
0.02mmol/ml 95.1
0.04mmol/ml 96.8

6.7 Dedeksiyon Simir1 Degeri (LOD) ve Tayin Smmr1 (LOQ)

Metot icin LOD degeri, giiriiltiiniin ii¢ kat1 sinyal kabul edilerek hesaplanmistir.
Homogentisik asit icin LOD degeri 3.3x10"° mM (0.56pg/ml) olarak tayin edilmistir.
LOQ degeri ise 1.1x10% mM (1.85pg/ml) olarak bulunmustur.

6.8 Hasta idrar Ornegindeki HGA Miktar

Optimize ve valide edilen yontem ile alkaptoniiri tanis1 konulmus bir hasta idrar
orneginde HGA tayini uygulamasi yapilmistir. Sekil 6.9¢’ de hasta idrar drneginin
elektroferogrami goriilmektedir. Bu idrar 6rnegindeki HGA konsantrasyonu 5.78

mM olarak bulunmustur.
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Sekil 6.9 : (a) Saglikli bireyden alinan idrar 6rnegi, (b) 0.1mM HGA spike yapilmis
idrar 6rnegi, (C) hasta idrar 6rnegi.

6.9 Sonuc¢

Bu calismada alkaptoniiri hastaliginin teshisi i¢in idrar 6rneklerinde HGA’ nin nicel
analizi icin direkt UV dedeksiyonu kullanarak basit, giivenilir, ucuz ve hizli bir CE

metodu gelistirilmistir.

Metodun optimizasyonu merkezi kompozit tasarim kullanilarak sadece 14 deney
yapilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen yanit yiizeyi ile pikler arasinda i1yi bir
rezollisyon saglayan optimum elektroforetik sartlart belirlenmistir. Optimum sartlar
47 mM fosforik asit (pH=7.0) ve 22 kV ayirma voltaji olarak bulunmustur. Bu tespit
edilen sartlar altinda yontem valide edilmistir. Optimum sartlar altinda 46 cm
uzunlugunda bir kapilerde 6 dakika gibi kisa bir siirede hizl1 bir analiz saglanmstir.
Yontem hasta idrar 6rneklerinde HGA tayini i¢in uygulanmustir. Idrar &rnekleri,
sadece su ile seyreltilerek injekte edilmistir. Optimize ve valide edilen yontem,
alkaptoniiri hastaliginin tanisinda HGA’ nin analizi i¢in uygun bir yontem olarak

Onerilmektedir.
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