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ORGANIK ASIDURILERIN TANISINDA KAPIiLER ELEKTROFOREZ
TEMASSIZ iILETKENLIK DEDEKTORU UYGULAMALARI:
KEMOMETRIK DENEY TASARIMI iLE METOT OPTIiMiZASYONU

OZET

Organik asidiiri, bir gendeki mutasyon sonucu karbonhidrat, aminoasit ve yag asidi
oksidasyonunun metabolik yolaklarindaki islev bozukluklar1 ile olusan, viicut
stvilarinda ve 6zellikle de idrarda yiiksek oranda asit birikimine yol agan kalitsal
metabolik bir hastaliktir. Hastalik teshisinde basamaklardan biri de idrarda biriken
asidin miktarinin tayin edilmesidir. Organik asidiiri gibi metabolik hastaliklarda
cogunlukla yenidoganlarda Oliimciil oldugundan erken teshis hayati bir Oneme
sahiptir. Bu nedenle uzun 6n islemler gerektirmeyen, hizli ve giivenilir yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kapiler elektroforez (CE) yiiksek etkinligi ile kiiciik iyonlardan kompleks organik
bilesiklere kadar ¢cok kapsamli bir ayirma yelpazesine sahip gii¢lii bir analitik tekniktir.
Analizler kisa siirede ve diisiik miktarda numune ile gergeklestirilebilmektedir. CE ile
birlestirilmis temassiz iletkenlik dedektdrii (C*D) son yillarda oldukea fazla ilgi goren
bir tekniktir. Temassiz iletkenlik dedektorii hassasiyeti yiiksek, yapimi kolay olan ve
ucuz bir cihazdir.

Kemometrik deneysel tasarim ¢ok fazla degiskenin s6z konusu oldugu analitik
caligmalarda az sayida deney ile kimyasal verilerin islenmesini saglar. Degiskenlerin,
deneysel sonuglart tek tek ve birlikte nasil etkiledigini matematiksel formiiller
vasitastyla aciklar ve ii¢ boyutlu analizler sunar.

Ug béliimden olusan bu tez ¢alismasinda amag farkli organik asidiirilerin idrardaki
teshisi i¢in hizli ve duyarli bir analitik yontemi literatlire kazandirmaktir. Kiiglik
organik asitler aromatik grup icermez ve UV dedeksiyon ile tespit edilemezler.
Indirekt UV ile dedeksiyonda hassasiyet diismekte, floresans ile dedeksiyonda ise
uzun On tiirevlendirme islemlerine ihtiya¢c duyulmaktadir. Temassiz iletkenlik
dedektorii (CE-C*D) ile kiigiik organik asitler direkt olarak belirlenebilmektedir. Bu
amacla hassas ve hizli uygulanabilen kapiler elektroforez ile birlestirilmis temassiz
iletkenlik dedektorii (CE-C*D) metotlar1 gelistirilmis ve bu yontemler gergek idrar
orneklerine uygulanmistir. Metot optimizasyonu kemometrik deneysel tasarim
kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Calismanin ilk basamaginda etilmalonik asidiirinin teshisi i¢in idrarda etilmalonik
asidin miktar1 tayin edilmis, yontem etilmalonik asidiirili hasta idrarinda da
uygulanmstir. Ikinci béliimde ise malonik, metilmalonik ve etilmalonik asidin es
zamanl1 tayini i¢in analitik bir metot gelistirilmistir. Asidiirisi bulunan hasta idrarlarina
yontem basar1 ile uygulanmistir. Tez ¢alismasinin son boliimiinde ise gelistirilen
elektroforetik yontem idrarda sialik ve mevalonik asidiiri tanis1 i¢in kullanilabilecektir.
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CAPILLARY ELECTROPHORESIS WITH CONTACLESS
CONDUCTIVITY DETECTION APPLICATIONS FOR DETERMINATION
OF ORGANIC ACIDURIAS: METHOD OPTIMIZATION USING
CHEMOMETRIC EXPERIMENTAL DESIGN

SUMMARY

Inherited metabolic diseases (IMD) were first described by Sir Archibald Garrod in
1908. IMD are inborn errors of metabolism and caused by genetic mutation in DNA.
This mutation gives rise to defects in production or activity of an enzyme. Organic
acidurias are one of the most important classes of inherited metabolic disorders.
Organic aciduria is caused by genetic mutation which leads defect in intermediary
metabolic pathways such as amino acids, carbohydrate and fatty acid oxidation. This
mutation occurs in a single gene (monogenic) and is passed on through generations.
Transmission is mostly autosomal recessive. These diseases can affect approximately
1:1,000 to 1:2.500 of newborns. These are rare but life-threatening disorders
characterized by abnormal accumulation of acids in body fluids. Determination of the
related acid in urine is an important step for definitive diagnosis of disease.

The clinical findings of the diseases in question also vary. The emergence of similar
findings with different diseases or the presence of different findings in people with the
same disease make diagnosis difficult and sometimes delayed. Most organic acidurias
become clinically evident during the neonatal period or early infancy, but there are
also milder forms that do not appear until adolescence or adulthood or require medical
attention. When it is not detected in newborn, it often goes undiagnosed until
symptoms appear. Development delay, cardiomyopathy, abnormal genitalia,
hypotonia, brain abnormalities, recurrent vomiting, lethargy, seizures, neurological
dysfunction, muscle weakness, liver disease, diarrhea, recurrent petechiae are some of
the symptoms for characterization. Even if there is no treatment to avoid or survive
permanent neurological effects it is important to diagnose the disease. The incidence
of organic acidurias is high in population with high risk of consanguineous marriage
and among seriously ill children. Due to the high number of consanguineous marriages
in Turkey, the incidence of these diseases is higher than in the world. Early diagnosis
and accurate determination in newborn patients has a vital importance as it’s affecting
newborns.

Analysis of metabolites in body fluids is one of the most common analyzes in clinical
biochemical laboratories. Although many of the most common metabolites can be
routinely determined by classical methods, the development of new methods and
methods is demanded.

One of the important applications of new techniques is metabolite screening for the
detection of hereditary diseases. Analysis of diagnostic metabolites found in urine
allows for the identification of diseases in clinical studies. Analysis of organic acids in
urine is of great importance in diagnosing organic aciduria. Because in these diseases,
more than 100 organic acids are excreted in the urine. The methods used in the
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diagnosis of organic acidurias are GC-MS, GC-MS/MS and LC-MS/MS. These
methods include both expensive devices that are not available in every laboratory, and
preliminary derivatization steps that require long time and processes. In addition to the
rapid diagnosis of such diseases; It is important to develop fast, reliable and
economical alternative analysis methods.

Accurate determination of acids in urine of patient has a vital importance to diagnose
inborn metabolic errors. Capillary electrophoresis (CE) a newly implemented
analytical technique for clinical analysis, which is identified to be highly effective. CE
method has advantages such as high separation efficiency, excellent resolution, short
analysis time and electrolyte and sample consumption. Due to its higher resolving
power, CE is especially suitable in the analysis of complex natural matrices. As
compared to choromatographic columns, fused silica capillaries increase the efficiency
in terms of cost, being washed between each run easily as well as being free of
irreversible contamination of the matrix. Therefore, by capillary electrophoresis,
biological fluids give an opportunity to be used directly requiring no or simple
additional pretreatment step.

Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detection (C*D) is an alternative
technique that has received lots of attention in recent years. It has high sensitivity, easy
to construct and inexpensive. Species that do not contain aromatic groups and have
poor absorption can usually be detected by indirect UV detection. But the method is
less sensitive compared to C*D and has limited linear range. C*D is a suitable detection
technique for charged species.

This study consists of three parts. In the first part of the thesis the aim was to develop
a method for detection of ethylmalonic acid in urine. Concentration of ethylmalonic
acid in urine is used for diagnosis of ethylmalonic aciduria. C*D in CE it is necessary
to use a buffer solution of low conductivity in order to obtain good sensitivity and to
minimize the electrophoretic current. According to previous studies MES-Tris buffer
system was chosen as background electrolyte. pH was adjusted with Tris in order to
prevent increase in ionic strength of buffer solution. Negatively charged species such
as anions of low molecular mass organic acids have high electrophoretic mobilities
and long analysis times. Therefore, electroosmotic flow (EOF) is reversed to leads to
short analysis times. For this purpose, an EOF modifier such as CTAB was added in
the buffer in order to reverse the EOF.

In order to optimization of electrophoretic conditions chemometric experimental
design was used. The chemometric experimental design enables the processing of
chemical data with a small number of experiments in analytical studies where too
many variables are involved. The Box-Behnken experimental design, developed by
Box and Behnken in 1980, is a useful method for developing second-order response
surface models. The CE-C*D method for the determination of ethylmalonic acid in
urine was optimized by using the Box-Behnken design (BBD) with three variables:
buffer concentration, surfactant concentration, and buffer pH. The effects of three
experimental variables were investigated on the resolution and height of peak as
experimental responses.

The optimum conditions were predicated by using a second-order polynomial model
fitted to the results obtained by using BBD. Optimum separation conditions were
obtained as 50 mM MES-Tris, 0.13 mM CTAB and pH 6.5. Under these conditions,
acid was separates between 3-4 min with good peak shape. The analytical parameters
of method were evaluated such as linearity, precision, detection limit (LOD) and
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quantification limit (LOQ). Method’s intra- and interday precision was <5% relative
standard deviations. The linear regressions of the calibration curves indicated good
linearity (R?>0.99). LOD (S/N = 3) and LOQ (S/N = 10) values for EMA were about
0.139 mg/L and 0.466 mg/L respectively. The proposed method was successfully
applied to determine EMA in urine samples, with very simple preparation procedure
of the real samples. The sample of patient urine was provided by the Division of
Nutrition and Metabolism in the Department of Pediatrics, Cerrahpasa Medical
Faculty, Istanbul University-Cerrahpasa. EMA concentration of this urine determined
as 24543 mg/L.

The second part of this study a CE-C*D method for the determination of MA, MMA
and EMA in urine samples is developed. A three-level Box-Behnken Experimental
Design of response surface methodology was used to optimize conditions of
determination of malonic acid biomarkers with CE. Chemometric experimental
designs are more advantageous than conventional experiments. Fewer experiments are
needed for determine optimum conditions. This method provides savings in terms of
time and the amount of material. Effective factors were buffer concentration, buffer
pH and injection time. Resolution and height of peak were chosen as responces to
optimize. Optimum separation conditions were calculated and obtained as 45 mM
MES, 0.5 min injection time and pH 6.5. Good linearity was indicated by The linear
regressions of the calibration curves (R>>0.99). LOD (S/N = 3) values for MA, MMA
and EMA were about 0.222 mg/L, 0.228 mg/L and 0.431 mg/L respectively. LOQ
(S/N = 10) values for MA, MMA and EMA were about 0.741 mg/L, 0.761 mg/L and
1.436 mg/L respectively. The method was successfully applied to determine acids in
urine samples. MMA and EMA concentrations are found in patients who have
methylmalonic aciduria as 4158+15 mg/L and 339+5 mg/L respectively. EMA
concentration was 25144 mg/L in patient’s urine who has ethylmalonic aciduria.

In the last part of the study was to develop a CE-C*D method for simultaneous
determination of sialic and mevalonic acid in urine. Fractional factorial design (FFD)
was used to screen the experimental factors and for identifying the most significant
factors. Then Box-Behnken design is used to estimate the optimum electrophoretic
conditions. Sample stacking method was applied by injection of large volume of
samples. Buffer concentration, buffer pH, surfactant concentration, injection time and
pressure were chosen as parameters for FFD. Buffer concentration, injection time and
pressure were calculated as effective parameters and BBD was applied. Optimum
buffer conditions were 10 mM MA, 0.1 mM CTAB, pH= 6.5, 113 mbar injection
pressure ve 33 sec injection time. The linear regressions of the calibration curves
indicated good linearity (R?>0.99). LOD (S/N = 3) values for SA and MVVA were about
0.223 mg/L and 0.145 mg/L respectively. LOQ (S/N = 10) values for SA and MVA
were about 0.743 mg/L and 0.483 mg/L respectively. The method was also
successfully applied to determine acids in urine samples. SA acid concentration was
found as 1861+ 22 mg/L and 472+6 mg/L in two patients.

In this study, a rapid, reliable and simple CE-C*D method for the determination of
organic acids in urine samples was developed. There is not any pretreatment step as
samples were only diluted with water before injections. The method can be applied
for clinical analysis of MA, MMA, EMA, MVA and SA in patients.
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1. GIRIS

Viicuttaki bazi biyokimyasal yollardaki islev bozukluklarindan meydana gelmekte
olan kalitsal metkabolizma hastaliklar1 ilk kez 1908'de Sir Archibald Garrod tarafindan
tanimlanmistir. Islev bozukluklari ardinda yatan sebep ise bu yollarda gérevli protein
ve enzimleri sentezleyen genlerdeki mutasyondur. Bu mutasyon tek gende
(monogenik) meydana gelir ve nesiller boyunca aktarilir. Aktarimda c¢ogunlukla
otozomal resesif gecis soz konusudur. Bu hastaliklar yeni doganlarin yaklagik 1:1.000
ila 1:2.500 ‘ni etkileyebilir. Genellikle nadir goriilen bu hastaliklara, akraba evliliginin

yiiksek oldugu tilkemizde rastlanma orani da fazladir.

Organik asidiiriler kalitsal metabolizma hastaliklarinin olduk¢a 6nemli bir boliimiinii
olusturmaktadir. Bu smifta yer alan hastaliklar genellikle karbonhidrat, yag asidi
oksidasyonu ve amino asit ara metabolik yollarindaki kusurlardan kaynaklanmaktadir.
Organik asidiiriler nedeniyle viicut sivilarinda yiiksek oranda organik asit birikimi
meydana gelmekte, asit-baz dengesi bozulmakta ve hiicre i¢i biyokimyasal yollar
etkilenmektedir [1-5].

S6z konusu olan hastaliklarin klinik bulgulart da c¢esitlilik gostermektedir. Farkli
hastaliklarla benzer bulgularin ortaya ¢ikmasi veya ayni1 hastaliga sahip kisilerde farkl
bulgulara rastlanmasi tani koymayi zorlastirmakta ve bazen de geciktirmektedir.
Organik asidiirilerin ¢ogu, yenidogan doneminde veya erken bebeklik doneminde
klinik olarak belirgin hale gelir, ancak ergenlik veya yetigkinlige kadar ortaya
c¢ikmayan veya tibbi miidahaleye gerek olmayan daha hafif formlar da vardir. Kalitsal
bir metabolik bozukluk yeni doganlarda tespit edilmezse, genellikle belirtiler ortaya
cikana kadar teshis edilemez. Bu hastaliklar; hayati tehlike, zeka geriligi, fiziksel
gelisimi etkileyen veya Omiir boyu siiren etkiler gibi sorunlara neden olurlar. Bu
nedenle bu hastaliklar i¢in erken tani 6nemlidir. Tedavisi olmasa bile 6zgiin taninin
konulmasi, kalici ndérolojik etkilerden kurtulmasint ve ¢ofu zaman hayatta
kalabilmesini, ayrica ailelerin sonraki ¢ocuklar konusunda bilgi sahibi olmalarin

saglamaktadir [1-3, 6].



Viicut sivilarindaki metabolitlerin analizi, klinik biyokimyasal laboratuvarlarda en cok
yapilan analizlerdendir. En yaygin metabolitlerden bir¢ogu rutin olarak klasik
metotlarla belirlenebilmesine ragmen, yeni yontem ve metotlarin gelistirilmesi talep
edilmektedir. Yeni tekniklerin 6nemli uygulamalarindan biri de kalitsal hastaliklarin
tayini i¢in yapilan metabolit taramasidir. Idrarda bulunan teshis edici metabolitlerin
analizi, klinik ¢aligmalarda hastaliklarin tanimlanmasina olanak saglar [7]. Organik
asitlerin idrardaki analizi, organik asidiirilerin teshis edilmesinde oldukga biiylik bir
Ooneme sahiptir. Ciinkii s6z konusu hastaliklarda idrarda 100’den fazla organik asit

atilim1 gerceklesmektedir [4].

Organik asidiirilerin tanisinda kullanilan yontemler GC-MS, GC-MS/MS ve LC-
MS/MS’dir [8-11]. Bu yontemler hem her laboratuvarda bulunmayan pahali cihazlar,
hem de uzun zaman ve islemler gerektiren on tiirevlendirme basamaklari icermektedir.
Bu tiir hastaliklarin hizli teshisi yaninda; hizli, giivenilir ve ekonomik alternatif analiz

yontemlerinin gelistirilmesi 6nemlidir.

Etkin bir analitik yontem olan CE son yillarda klinik analizlere de uygulanmaktadir
[12-14]. Kapiler elektroforez (CE) yiiksek ayirma giicii, yiiksek etkinlik, kisa analiz
stireleri, diisiikk miktarda elektrolit ¢ozeltisi ve numune ile ¢alisilabilme gibi avantajlara
sahip gii¢lii bir analitik ayirma ve analiz teknigidir. Li+ iyonundan DNA’ ya kadar ¢ok
genis bir spektrumdaki tiirlerin ayrilmasi ve tayininde kullanilmaktadir. CE’de en ¢ok
kullanilan dedektor tipleri UV-absorbans ve floresanstir. UV-dedektor sadece bir
kromofor grup igeren organik tiirler i¢in uygundur. Floresans dedektor ise genellikle
biyomolekiillerin hassas tayini i¢in kullanilir. Bu yontemde de tiirevlendirme islemine

gerek duyulmaktadir, fakat analitlerin ¢ogu bu teknige uygun degildir.

Son yillarda, temassiz iletkenlik dedektorii (C*D) elektroforetik yontemler icin
alternatif bir teknik olarak kullanilmaya baslanmistir. C*D, basit ve yapimi kolay bir
cihazdir. Ayn1 zamanda hassas ve ucuzdur. C*D ile elde edilen dedeksiyon limitleri
genellikle optik yontemlerden daha iyidir [15-17]. Aromatik grup igermeyen ve zayif
absorpsiyona sahip tiirler UV- dedektor ile genellikle indirekt olarak tayin edilebilirler.
Bu metot ¢ok hassas degildir ve smirli lineer aralifa sahiptir. C*D ise indirekt
fotometrik dedeksiyondan daha hassas bir yontem olarak rapor edilmistir. C*D yiiklii

tiirler i¢cin uygun bir dedeksiyon yontemidir.



Literatiirde, hastalik metabolitlerinin tayininde CE yontemini kullanan ¢esitli
calismalar vardir [18,19]. Bu ¢aligmalar CE-UV ve CE-MS yontemlerini igermektedir.
CE diger yontemlere gére metabolik hastaliklarin tanisinda kullanilan hizli, giivenilir
ve ucuz bir analitik yéntemdir [18-20]. C*D, UV ve MS ile karsilastirildiginda daha
ucuz ve yapimi kolay bir dedektordiir. Kiigiik organik asitlerin tayininde CE’de
genellikle indirekt UV dedeksiyon yontemi kullamlmaktadir [21-24]. Idrardaki
metabolitlerin tayininde genellikle CE-UV ve CE-MS metotlar1 kullanilmigtir
[7,13,14,19,20,25]. Ttima ve ekibi, idrarda olusan 29 organik asit i¢in, C*D ve UV
fotometrik dedeksiyon birlesiminden olusan bir kapiler elektroforez analiz yontemi
gelistirilmistir. Metot uygulamasi gergek idrar rneklerinde sadece metil malonik asit
tayini i¢in yapilmistir [26]. MA, MMA ve EMA nin eszamanli tayini i¢in sadece
HILIC yontemi bulunmaktadir [27]. Literatiirde MV A’nin idrarda tayini i¢in sadece
CE-UV yontemi ile yapilmis bir ¢alisma bulunmaktadir [28]. Sialik asidin biyolojik
orneklerdeki tayini i¢in rapor edilen elektroforetik yontemlerde, sialik asitler CE-UV
[29-31], CE-LIF [32], CE-MS/HPLC-ITMS [33], CZE-MS [34] ve CE-AD [35]
teknikleri ile belirlenmislerdir [36].

Metot optimizasyonu i¢in kemometrik deney tasarimi secilmistir. Bu sayede secilen
degiskenlerin (faktorler) pik yiiksekligi, go¢ siiresi gibi yanitlar tizerindeki etkileri

klasik yontemlere gore daha verimli ve diisiik maliyetle dl¢iilebilmistir.

Ucg béliimden olusan bu calismada farkl organik asidiirilerin tanisi icin hizl, giivenilir
ve kolay uygulanabilir metotlar gelistirilmesi hedeflenmistir. Caligmanin ilk
boliimiinde etilmalonik asidiiri tanis1 i¢in idrarda etilmalonik asit tayin yontemi
gelistirilmistir. Ikinci bdliimde ise yine nadir goriilen asidiirilerin es zamanl tanisiin
yapilabilmesi adina malonik, metilmalonik ve etilmalonik asitlerin idrardaki miktarlar
tayin edilmistir. Ugiincii ve son boliimde ise idrarda sialik ve mevalonik asit analizleri
igin yontem gelistirilmistir. Tiim ¢alismalar kemometrik deney tasarimi ile optimize
edilmis bu sayede bir¢ok degiskenin es zamanl etkisi incelenmis, zaman, maliyet ve

madde kullanim1 agisindan tasarruf saglanmistir.

CE-C’D ile gelistirilen bu analiz yontemleri, organik asitlerin viicut sivilarindaki
miktarlarinin belirlenmesi dolayisiyla da kalitsal hastaliklarin tespiti amaciyla klinik

calismalarda kullanilabilecektir.






2. KAPILER ELEKTROFOREZ

2.1 Elektroforezin Tarihsel Gelisimi

Elektroforez, elektriksel alan altinda yiiklii taneciklerin farkli hizlarda hareket
etmesine dayali bir ayirma teknigidir. Tanecigin biiylikligi ve yikii, go¢c hizimi

belirler.

Elektroforezin temel taslar1 1900’larda Kohlraulsch ¢alismasi tarafindan atilmistir
[37]. Fakat elektroforezin bir ayirma teknigi olarak tanitilmasi 1930’larda Tiselus’un
insan serumu ayrimi lizerinde yaptigi calisma ile olmustur. Dar tiiplerde yapilan
elektroforetik ayirma calismalari ise 1950°de Haglund ve Tiselius tarafindan
gerceklestirilmistir [38]. Modern kapiler elektroforez ise, Jorgenson ve Lukacs
tarafindan aminoasit ve peptitlerin floresans detektdrle ayrilmasi ile 1981 yilinda

tanimlanmustir [38].

Bu ilk caligmalardan ve ilk ticari cihazin 1988'de piyasaya siiriilmesinden sonra,
kapiler elektroforezin yiiksek performanslt ayirma teknigi olarak giiclii ve kullanish

bir analiz yontemi oldugu kanitlanmistir [37,38].

2.2 Kapiler Elektroforezin Prensipleri

Elektroforezin enstriimental versiyonu Kkapiler elektroforezdir. Modern kapiler
elektroforez cihazi (CE) iki tampon kabi, bir kapiler, yiiksek voltaj kaynag: ve bir
detektorden olusur (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Kapiler elektroforez cihazi sematik gosterimi.

Kapiler elektroforez (CE) yiiksek ayirma giicii, yliksek etkinlik, kisa analiz stireleri,
diisiik miktarda elektrolit ¢ozeltisi ve numune ile galigilabilme gibi avantajlara sahip
gliglii bir analitik ayirma teknigidir. Li* iyonundan DNA’ya kadar ¢ok genis bir

spektrumdaki tiirlerin ayrilmasi ve tayininde kullanilmaktadir.

2.3 Elektroforetik Ayirma Prensibi

2.3.1 Elektroforetik mobilite

Bir elektrik alanda yiiklii bir tanecigin taginmasi santrifiij alandaki bir tanecigin
sedimantasyon ile tasinmasina benzer. Yiikii q olan bir tanecigin elektrik alan kuvvetti

asagidaki esitlikle verilebilir:
Fe=q.E (2.1)
Sedimentasyondaki gibi, v hiziyla hareket eden bir tanecigin siirtiinme kuvveti ise;
Fs=6.mnr (2.2)

N = ¢ozeltinin viskozitesi
r =1iyon yar1 ¢api
Sabit elektrik alan uygulandiginda siirtiinme ve elektrik alan kuvveti esitlik (2.3)’deki

gibi dengeye ulasir. Boylece yiiklii tanecikler sabit hizla hareket ederler.

q. E=6.tn.rv (2.3)



Bir iyonun elektroforetik mobilitesi, e, birim elektriksel alandaki hiz olarak verilir:
He=V /E (2.4)

v = Iyonun hiz1
ue= Elektroforetik mobilite (cm2V-1s?)
E = Elektrik Alan (Vcm™)

2.3 ve 2.4’teki esitliklerin bilestirilmesi ve diizenlenmesi ile asagidaki esitlik ortaya

cikar:
He=q/ 6 mnr (2.5)

Kii¢iik boyuttaki iyonlar i¢in yiik ne kadar biiyiikse, mobilite biiyiik olurken; boyutu
biiyiik olan iyonlar i¢in yiik ne kadar kiigiik ise, mobilite de o kadar kiigiik olur [39,40].
Mobiliteyi bu faktorler disinda, sicaklik ve elektroosmatik akis da etkiler.

2.4 Elektroosmotik Akis

Silika kapilerin i¢ yiizeyindeki, iyonlasabilen silanol (Si-OH) gruplar1 pH 3 tizerindeki
degerlerde iyonlasarak negatif yiiklii silanoat (Si07) gruplarini olusturur ve bdylece i¢
yiizey negatif yiikle yliklenmis olur. Bu sartlarda tampon ¢ozeltideki pozitif yiiklii
iyonlar, kolon ylizeyindeki eksi yiiklere dogru cekilerek burada bir ¢ift tabaka
olustururlar. Kapiler duvarina yakin i¢ katman genelde statiktir ve i¢ Stren tabakasi
olarak adlandirilir. ikinci tabaka negatif yiiklere daha uzakta oldugundan sikica
tutulmaz, daha daginiktir ve difiize tabaka adinm1 alir. Tabaklar arasindaki potansiyel
farkina zeta potansiyeli denir. Uygulanan elektrik alan altinda, difiize tabakadaki
katyonlar katoda dogru hareket eder ve kendileri ile birlikte ¢ozeltideki molekiilleri de

stiriikleyerek elektroosmotik akisi (EOA) olustururlar [37,39,41].
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Sekil 2.2: Elektroosmotik akis olusumu.

Bir kapilerdeki tampon ¢ozeltiye elektrik alan uygulandiginda ¢ozelti kapiler kolon
boyunca akar. Bu akis elektroosmotik akis (EOA) olarak isimlendirilir.

Elektroosmotik akis asagidaki esitlikle tanimlanir:

Heca=€C/4mn (2.6)
e=tamponun dielektrik sabiti
N = tamponun Vviskozitesi
€ = zeta potansiyeli

Deneysel olarak EOA hiz1 notral (aseton, mesitil oksit veya formamid) bir maddenin
gd¢ hizinin Olgiilmesi ile belirlenir. EOA elektrolit viskozitesi ile ters orantili,

dielektrik sabiti, uygulanan elektrik alan ve zeta-potansiyeli ile dogru orantilidir [32].

Tiim ¢ozelti molekiilleri kapilerdeki kesitli pozisyonlarindan bagimsiz olarak, EOA
tarafindan saglanan sabit bir hizda hareket ettiklerinden, EOA diiz bir profile sahiptir.
Bu ayn1 zamanda molekiillerin yiiksek verimlilige sahip dar bantlar olusturmalarini
saglar. Bir tlip icinde basing etkili akigla hareket eden molekiillerde ise (sivi
kromatografide oldugu gibi), tiiplin merkezindeki maddelerin duvara yakin olanlara
gore daha hizli hareket ettigi ve sonug olarak parabolik bir akisa ve genis piklere yol

actig1 goriilir (Sekil 2.3) [37,42].



Elektroosmatik akis Hidrodinamik akis

Sekil 2.3 : a) Elektroosmotik akis dedektdr cevabi
b) Parabolik akis dedektor cevabi.

2.4.1 Elektroosmotik akisi etkileyen faktorler

EOA’nin hiz1 ve yonii kapilerin yiizey yiikiine ve tampon parametrelerine baglhdir.
EOA’y1 degistirmek icin organik ¢oziicii ve modifiye edici maddeler (yiizey aktif
madde, polimer v.b.) eklemenin yaninda tamponun pH degeri ve iyonik siddet de
degistirilir.

Tamponun pH degeri, elektrik alan, sicaklik arttirildigi zaman EOA artar. Tampona

organik ¢oziicii ilavesi, tamponun konsantrasyonu ve iyonik siddetinin arttirilmasi ile

de EOA azalir.

Kapiler duvarinin kalic1 ya da gegici kaplanmasi ile de EOA degistirilebilir. Kapiler
kolon i¢ duvarinin kovalent bag yoluyla kalic1 olarak kaplanmasi i¢in poliakrilamid,
polietilenglikol veya polisakkaritler gibi uygun bir madde kullanilir [37,43]. Kapiler
kolonun kaplandig1 polimerik maddenin hidrofilik ve hidrofobik olmasma gore

elektroosmatik akis hizi yavaslayabilir, yok olabilir veya tersine ¢evrilebilir [43].

Tampon ¢ozeltisine modifiye edici bir madde eklenerek dinamik kaplama yapilmasi
ile daha kolay bir sekilde kapiler duvarinin modifikasyonu saglanabilir. Anyonik veya
katyonik yiizey aktif maddelerin eklenmesiyle EOA hizi artirilabilir veya azaltilabilir.
Anyonik ylizey aktif maddeler EOA’y1 arttirir. Katyonik ylizey aktif maddeler ise
EOA’y1 azaltir ve ters cevirirler. Ayn1 zamanda nétral hidrofilik polimerler kapiler
duvarina adsorbe olur, kapiler ylizeyi yilikiinii koruyarak ve viskoziteyi artirarak EOA

azalmasini saglarlar [37,43,44].



2.4.2 Analitlerin elektroforetik mobiliteleri

Analitin goriinen elektroforetik mobilitesi (g), hem elektroforetik mobiliteye hem de
elektroosmotik akisa baglidir [42]. Elektoroforetik mobilite, iyonik tiirlerin tiimiiyle
iyonik halde ve sonsuz seyreltilikte sahip olduklar1 biiytikliiktiir. Gergek kosullarda,
bu deger etkin elektroforetik mobilite (pe), olarak isimlendirilir. pe ortam pH' ina ve

tampon bilesimine baghdir [41,45]:

Hg= Het Heoa 2.7)

EOA’n katoda yonlendigi silika kapilerde, etkin hizlar1 EOA akis ile ayn1 yonde olan
katyonlar detektore en Once ulasir. Ardindan nétral molekiiller EOA akis ile hareket
ederek gelir. Son olarak, EOA ile ters yonde hareket ettiklerinden, anyonlar gelir (Sekil
2.4). Genellikle EOA’nin etkisi ile katyonik, ndtral ve anyonik analitler tek bir

analizde birbirlerinden ayrilabilirler.

Elektroosmatik akig

injeksiyon —) Dedeksiyon
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Sekil 2.4: Elektroosmotik akis varliginda analitlerin gecisi ve goriiniir mobiliteleri.
2.5 Kapiler Elektroforez Cihaz Bilesenleri

CE tampon kabi, 6rnek kabi, bir kapiler, yliksek voltaj kaynagina bagl iki elektrot,
bir dedektor ve veri toplama cihazi igermektedir (Sekil 2.1). Elektroforetik ayirmalar
gerceklestirmek i¢in kapiler uygun bir tamponla doldurulur ve iki ayr1 tampon kabina
daldirilir. Genellikle anodik uctaki tampon kabinin gegici olarak degistirilmesi ile
ornek kapilere hidordinamik ya da elektrokinetik olarak verilir. Kapilere yiiksek voltaj

uygulandig1 zaman analitler mobiliterine gore go¢ etmeye baslarlar.
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2.5.1 Kapiler kolon

Kapiler elektroforezde erimis SiO2’den olusan silika kapiler, cam veya plastik kapiler
kolon kullanilir. i¢ cap1 25-100 pm; dis ¢api ise 150-520 pm arasinda degisen silika
kapiler kolon kullanilabilir. Kapiler i¢ ¢ap1 ve kapiler uzunlugu ayirma etkinliginde ve
goc zamanlarinda degisiklilere sebep olabilir. Kapiler kolon ilk kullanimdan 6nce 1 M
NaOH daha sonra ise su ve analizde kullanilacak tampon ¢ozelti ile yikanir. Bu yikama
islemi ile kapiler kolon duvarindaki silanol gruplar1 iyonlasarak kapiler i¢ yiizeyi

dengeye gelir. Yapilan bu isleme kapilerin sartlandirilmasi denir [46,47].
2.5.2 Enjeksiyon yontemleri

2.5.2.1 Hidrodinamik
En ¢ok kullanilan enjeksiyon ¢esidi hidrodinamik enjeksiyondur. Ornek basing ile
kapilere alinir. Bunun igin

- Ornek kismina kontrollii basing uygulanabilir

- Dedektor kismina vakum uygulanabilir

- Ornek kabn yiikseltilip seviye farki yaratilarak sifon etkisiyle rnek
alinabilir [48].

2.5.2.2 Elektrokinetik

Elektrokinetik injeksiyon elektrotun kisa bir siire 6rnek kabina alinarak kontrollii ve
calisma voltajindan daha diisiik bir voltaj uygulanmasi ile gergeklestirilir. Enjeksiyon
icin uygulanan voltaj ¢alisma voltajindan daha diistiktiir. Kapiler jel elektroforezde
kullanilabilir. Enjeksiyon siiresi ve uygulanan voltajin degistirilmesiyle kapilere alinan

ornek miktar1 kontrol edilebilir [48].

2.5.2.3 Ornek sikistirma

CE de, ornek sikistirma teknikleri dedeksiyon hassasiyetini arttirmak igin
kullanilmaktadir. Ornek sikistirma ydnteminin temeli numune bolgesi ile calisma
tamponu arasindaki elektrik alan farkliliklarina dayanir. Bu elektrik alan farki ile

¢ozeltiler arasinda iletkenlik farki meydana gelir [49,50].
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Numune matrisinin iletkenligi calisma tamponunkinden onemli Olgiide diisiik
oldugunda numune bolgesi sikistirilir. Diisiik iyonik giice sahip numunelerde, asir1 pik
genislemesi olmadan numune hacmi ¢ok daha biiylik olabilir.

Sikistirma yonteminde hidrodinamik veya elektrokinetik enjeksiyon kullanilabilir
[41,51]. Elektrokinetik sikistirmanin dezavantaji, eklenen numune iyonlarinin
miktarinin biiyiik 6l¢iide gercek numune iletkenligine bagli olmasidir. Bu iletkenlik
kontrol edilemedigi zaman sonugclar giivenilmez olmaktadir. Bu nedenle hidrodinamik
sikistirma yontemleri daha sik uygulanmaktadir. Bu yontemde, zaman kontrolli bir
basing farki ile diisiik iletkenlige sahip bir numune ¢6zeltisinden uzun bir bolge halinde
kapilere verilir. Iletkenlik farki nedeniyle, analit bdlgesi, elektrik alan uygulandiktan
sonra ayirmanin ilk agamasinda sikistirilarak keskin pikler elde edilir.

Numunenin iletkenligi beklenildigi kadar diisiikk olamadiginda, ayirma giici bu
durumdan etkilenir, ancak pik alanlar1 hala giivenilirdir. Ayirma etkinligi bozulmadan
sikistirma iglemi numune iletkenliginin iist sinirina baglidir. Bununla birlikte, bagka
stirlamalar da vardir. Oncelikle numune bolgesindeki Joule 1smmasi dikkate
alimmalidir. Numune matrisinin iletkenligi tamponunkinden c¢ok daha diisiik ve
numune bolgesi de kisa oldugunda 1s1 olusumu 6nemlidir ve bu durum sikistirma
islemini etkiler. Bu kisimda bahsedilen, 6rnek sikistirma yontemi uygulama kolayligi
ve genis kullanim alani ile en ¢ok uygulama alanina sahip 6rnek sikistirma yontemidir

[41,52].

2.5.3 Elektrot

Elektrot olarak platin elektrotlar tercih edilir. Elektrotlarda suyun ayrigma
reaksiyonlart gerceklesir. Anotta ve katotta olusan reaksiyonlar sirasi ile asagidaki
gibidir:

Anot: 2H20 > 4H" + Oyg) + 4e

Katot: 2H,0 + 2e” > Hyg) + 20H"

2.5.4 Voltaj kaynag

Kapiler elektroforezde calisma voltaji genel olarak en fazla 30 kV olmaktadir.
Uygulanan voltaj artarsa elektroosmotik akis da artar. Analit go¢ siirelerinin

tekrarlanabilirligi igin voltajin sabit olmasi1 6nemlidir [46,47].
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2.5.5 Dedeksiyon cesitleri

CE’de  dedeksiyon  genellikle  optik  yontemlerle  (absorpsiyon  ve
floresans)gerceklestirilir. Elektrokimyasal dedektorler ( iletkenlik, potansiyometrik ve
amperometrik) optik cihazlardan ucuz, kiiciiltiilmesi kolay ve yapimi daha basittir.
Temasssiz iletkenlik dedektorii, CE’de alternatif bir yontem olarak oldukga biiyiik ilgi
gormektedir. Secicilik ve hassiyetle ilgili olarak elektrokimyasal dedektdrlerin
avantajlar1 pek ¢ok uygulama ile gosterilmistir [53-55]. Temassiz iletkenlik
dedektoriinlin avantaji tiim kiigiik inorganik ve organik molekiillerin tespitinde
kullanilabilir. Ayn1 zamanda 10 um’den kiiciik i¢ capa sahip kapiler kolonlarda ayrim
yapmak i¢in de uygundur. Dedeksiyon limiti genellikle mikromolar araliginda
olmaktadir. Ayrica kiitle spektrometresi CE ile birlestirilerek yapisal karakterizasyon

ve ayirma i¢in de kullanilmaktadir [54].

2.5.5.1 iletkenlik dedektorii

Potansiyometrik ve amperometrik dedeksiyondan farkli olarak, bu yontem elektrot
yiizeyinde olusan elektrokimyasal tepkimelere dayanmaz, iki elektrot arasindaki
¢ozeltinin iletkenligini Olcer. Geleneksel iletkenlik dedektdriinde, elektrotlar sivi ile
dogrudan temas halindedir. Bu durum polarizasyon etkisi, elektrokimyasal erozyon ve
elektrot kontaminasyonuna sebep olur. Bununla birlikte, ayirma kolonlarinin i¢
caplartyla uyumlu boyutlarda hiicreler iiretilmesinde zorluk yaratmaktadir. Bu
dezavantajlar ~ geleneksel  temash iletkenlik ~ dedeksiyon  tekniklerini
sinirlandirmaktadir.  Bahsedilen bu sorunlarin asilmasi i¢in temassiz iletkenlik

detektorii gelistirilmistir.

1998°de kapiler elektroforez icin temassiz iletkenlik dedektorii (C*D) iki bagimsiz
arastirma grubu olan Zeman ve ark. ile da Silva ve do Lago tarafindan tanitilmigtir
[57,58]. Bu iki calismayr daha sonra cihazin kullanimmi kolaylastirmak, mevcut
cihazlara kolaylikla baglayabilmek, hassasiyetini ve uygulamalarin1 arttirmak igin

birkag¢ yayin daha takip etmistir[54].

Temassiz iletkenlik dedektorii bir siniis dalga tireteci, bir akim-volaj doniistiiriicii, bir
dogrultucu (alternatif akimi dogru akima c¢evirmek i¢in) ve sinyalin genligini
belirlemek icin gerekli bir devreden meydana gelir. Elektrotlarin sivi ile direk temasi

gerekmez. Temassiz iletkenlik dedektoriiniin temel prensibi, 6rnekleri degisken bir
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kapasitoriin parcasi olarak kullanmaktir. Dedektor elektrotlari, elektrik alanini ileten
kapiler kolonlara baglanir. Dedektor hiicresi 2-30 mm uzunlugundaki boru seklindeki
iki elektrottan olusur (Sekil 2.5). Bu elektrotlar aralarinda 1-5 mm bosluk bulunacak
sekilde kapiler etrafinda yan yana yerlestirilmistir. Genellikle iki elektrot arasindaki
direkt kapasitif baglantidan ve istenmeyen arkaplan sinyallerinden kaginmak i¢in bir
Faraday kafesi kullanilir. Harici elektrotlar kapiler i¢indeki elektrolit ile iki kapasitor

olusturur ve elektrotlar arasindaki boslukta c¢ozeltinin elektrik iletkenligi ol¢iiliir
[54,58].

C C

S— ) E—

Algriiator Toplayien
Elektrot Elektrot

Sekil 2.5: Basitlestirilmis sematik devre gdsterimi.

Geleneksel temassiz iletkenlik hiicresinin devresi ¢ozelti direnci R’ye bagh cift
katmanl iki kapasitans, C’nin diizenlenmesiyle temsil edilebilir. Boyle bir devreden

gecen akim, I, asagidaki formiille hesaplanabilir:

|4

[t

Burada akimin uygulanan alternatif voltaja (V) ve frekansa (f) bagli oldugu

I =

goriilmektedir. Diisiik frekanslarda, akim sinirlandirilir. Yiiksek frekanslarda ise akim
sadece ¢ozelti direnci ile belirlenir. Pratikte, 100 kHz’ten yiiksek frekanslar uygulanir

ve 300kHz optimum deger olarak kabul edilir [58].

Ikinci elektrot tarafindan toplanan alternatif akim sinyali kaydedilebilir bir dogru akim
sinyali elde etmek icin degistirilir. Analogdan dijitale ¢evrimde en iyi sonucun
aliabilmesi i¢in, dl¢iilen sinyali yiikseltmeden dnce arka plan sinyali elektronik olarak
bastirilmalidir (“offset” veya “sifirlama”). Kapiler elektroforezde ¢alisma elektroliti
(BGE) nedeniyle sinyal her durumda mevcuttur. Tamamen iyonlagsmis ¢ogu analit
BGE c¢ozeltisi icinde analiz edilir ve dedektor cevabi temelde analit ile BGE arasindaki
molar iletkenlik farkindan dolay1 elde edilir. Bu sebeple hem negatif hem de pozitif
pikler elde etmek miimkiindiir [54].
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Temassiz iletkenlik dedektorleri eszamanli Olgiimler icin diger dedektorlerle
birlestirilebilir. Caligmalar, UV-absorpsiyon dedeksiyonu ile C*D’iin birlestirilerek
UV-absroplayan ve absorplamayan tiirlerin birlikte tayin edilebilecegini gostermistir

[54,58].
2.6 Kapiler Elektroforez Cesitleri

2.6.1 Kapiler zon elektroforez (CZE)

Kapiler elektroforezin en ¢ok kullanilan ve en temel basit formudur. Kapiler, tampon
¢ozelti ile doldurulur. Ornek kapilere enjekte edildiginde elektrik alan uygulanir ve
¢ozeltiler kapilerde farkli zonlar olusturarak hareket eder. Farkli hizlarda hareket eden
bu zonlarin go¢ hizlari da farkli olur ve bu sayede ayrim gerceklesir. Hem anyonik
hem de katyonik tiirler ylik-boyut oranlarina gére ayni anda ayrilabilir. Fakat notral

tirler birbirlerinden ayrilamaz [37,42].

2.6.2 Kapiler jel elektroforez (CGE)

Bu teknikte genellikle biiyiik biyomolekiiller molekiil biytkliiklerine gore gore
ayrilirlar. Bu ayrim, molekiillerin uygun bir polimer matris i¢inen gegirilmesi ile
saglanir. Biiyiik olan molekiiller jelden daha yavas geger. CZEile karsilastirildiginda,
CGE’de metrede 10°-107 plaka saysi ile ayrimciligi daha fazladir [42].

2.6.3 Kapiler izotakoforez (CITP)

CITP’de Ornek, mobilitesi farkli iki tampon arasina enjekte edilir. Voltaj
uygulandiginda, iki farkli tampon arasinda analitlerin konsantrasyonlar1 ile orantili

boylarda zonlar olusur [37].

2.6.4 Kapiler izoelektronik odaklama (CIEF)

Protein ve peptid gibi tiirlerin farkli izoelektrik noktalarinin (pI) olmasina gore
ayrimlart gergeklestirilir. Kapiler, icerisinde bir pH gradienti olusturacak sekilde
¢ozelti ve amfiprotik tiir karisimi ile doldurulur ve her analit kendi pl degerinde
odaklanir. pI degerleri arasinda 0,005 ve daha az fark olan proteinlerin ayrilmasinda

dahi kullanilabilen bir tekniktir [37,42].
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2.6.5 Kapiler elektrokromatografi (CEC)

CEC, elektroforez ve HPLC yontemlerinin birlesiminden olusan hibrit bir tekniktir.
CEC’de hareketli faz, mikro kolon boyunca basing yerine elektrik alan sayesinde EOA
ile birlikte akar. CEC, CE’den ayirimin sivi ve kati faz arasindaki kromatografik

dagilimla ger¢eklesmesi ile keskin bir sekilde ayrilir [58,59].

2.6.6 Misel elektrokinetik kromatografi (MEKC)

MEKC, kapiler zon elektroforez ve kromatografinin birlesmesinden olusan bir
tekniktir. Notral ve yiiklii analitlerin eszamanli olarak ayrilmasini saglayan tek
elektroforetik yontemdir. Burada analitlerin miseller (sabit faz) ve tampon ¢ozelti
(hareketli faz) arasinda farkli dagilimlan ile ayrim saglanir. Tampona ylizey aktif
madde ilavesi ile ( genellikle sodyum dodesil siilfat SDS) yiiklii miseller olusturulur
ve notral tlirlerin ayrilmasi saglanir. Analitler, polaritelerine bagli olarak, miseller ve
sulu faz olan tampon ¢ozelti arasinda dagilir ve boylece farkli hizda go¢ ederler. Bu

metod genellikle peptid ve proteinlerin ayriminda kullanilir [58,59].
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3. DENEYSEL TASARIM VE OPTIMIZASYON

Kemometri, kimyasal bir siirecin matematiksel veya istatistiksel olarak caligilmasi
seklinde agiklanabilen disiplinler aras1 bir alandir. Kemometri sadece enstriimantal ve
biiyiik veri analizlerinin yorumlanmasinda degil ayn1 zamanda deneysel tasarimdan
sinyal islenmesine, kalite kontrol ve kantitatif yapi-etki analizlerinin gelistirilmesine
kadar bir ¢cok alanda kullanilir. Kemometride, az sayida deney ile daha fazla bilgi

edinilmesi miinkiin olmaktadir [60].

Deneysel tasarim 1920’lerde Sir Ronald Fisher tarafindan Rothamsted Tarimsal Alan
Aragtirmas1 Merkezi, Londra’da gelistirilmistir. Ilk deneyler cesitli giibrelerin farkli
araziler lizerindeki etkilerinin incelenmesi ile ilgili olmustur. Mahsiillerin son durumu
sadece gilibreye bagli olmadigindan Fisher, deneysel tasarimi giibre etkisini diger
faktorlerin etkisinden ayirabilmek i¢in kullanmistir. O yillardan beri deneysel tasarim
biyoloji ve tarim alanlarinda olduk¢a genis yer bulmus ve uygulanmustir [61].
Deneysel tasarim, siireci etkileyen faktorler ve siirecin ¢iktilar1 arasindaki iliskiyi
belirlemek i¢in kullanilan sistematik ve etkili bir metoddur. Bu yontem temelde sebep-
sonug iligkilerinin arastirilmasini amaclayan ve yontem gelistirmede iyilesme saglayan

giiclii bir aractir [62,63].

CE’de yontem gelistirme icin kullanilan bagimli degiskenlerden biri de pik
yiiksekligidir. Bagimli degisken {izerinde etkisi olan bagimsiz degiskenler ise ¢alisma
voltaji1, injeksiyon basinci ve siiresi, tampon bileseni konsantrasyonu ve pH gibi
parametrelerdir. Deneysel tasarim olmadan bu sartlarin optimize edilmesi adina her
seferinde bir degisken sabit tutulmalidir. Bu yontemle yapilan metot gelistirmede ¢ok

fazla deney gergeklestirilmesi gerekir. Bu durum fazla yorucu ve zaman alicidir.

Yukarida bahsedilen dezavantajlar deneysel tasarim ile yok edilebilir. Deneysel
tasarimda iki ya da daha fazla bagimsiz degisken ayni anda analiz edilebilir,
degiskenler arasi etkilesimler incelenebilir. Boylece deney sayisi en aza indirilir ve
yanitin 6ngoriilebilmesi i¢in matematiksel bir model gelistirilir. Varyans analizi yaniti

belirgin bir sekilde etkileyen faktorlerin belirlenebilmesi i¢in kullanilabilir. Deneysel
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tasarim ¢alismadan elde edilen bilgiyi maksimize ederken kullanilan zaman ve

maliyeti minimize eder.

Deneysel tasarimin ana prensipleri randomizasyon (rastgelelestirme), replikasyon ve

bloklamadir.

Randomizasyonun amaci kontrol edilemeyen tiim yabanci varyasyon kaynaklarini
ortadan kaldirmaktir. Deneyin uygun bir sekilde rasgelelestirilmesiyle faktorlerin
seviyelerinin giirtiltii etkilerinden esit bir sekilde etkilenmesini saglamaktir.
Replikasyon ise deneyin tiimiiniin veya bir kisminin tekrarlanmasi anlamina gelir.
Replikasyon kullanici, cihaz vb. hatalarinin azaltilmasini, daha kesin sonuglar elde
edilmesini saglar. Bloklama ise girtltiifaktorlerinden kaynaklanan digsal
degisikliklerin etkilerini ortadan kaldirmak ve boylece deneysel tasarimin verimliligini
artirmak i¢in yapilir. Burada yapilan islem benzer veya homojen olan deneysel

caligmalar1 bloklar veya gruplar halinde diizenlemektir [61].

3.1 Yamt Yiizey Metodu

Yanit yiizey metodu, deneysel tasarim i¢in kullanilan matematiksel ve istatistiksel
tekniktir. Amag, ¢esitli faktorlerden (bagimsiz degiskenler) etkilenen yanit1 (bagiml
degisken) optimize etmektir. Faktorler farkli degerlerde test edilebilir, bu degerlere de

faktor seviyeleri ad1 verilir.

Bu metodda ilk olarak yanit1 etkileyen en 6nemli faktorler bulunur. Bunun i¢in tarama
tasarimlar1 kullanilir. Tarama tasarimlar1 tam faktoriyel tasarim (FFD) ve kismi
faktoriyel tasarim olarak ikiye ayrilabilir. FFD’de sonuclarin analizi igin faktor
seviyelerinin tiim kombinasyonlar test edilir. Diger taraftan kismi faktoriyel tasarimda
seviyelerin sadece segilmis bir alt kiimesi kullanilir [22]. Yanit1 etkileyen Onemli
faktorlerin tespitinin ardindan bu faktorlerin optimum degerlerine ulagsmak igin
merkezi kompozit tasarim (CCD) ve Box Behnken tasarimlari (BBD) kullanilir. Bu
tasarimlardan elde edilen ikinci derecede model denklemlerden yanit yiizey grafikleri

ve kontur grafikleri elde edilir [64].
3.1.1 Tarama tasarimlari

En ¢ok kullanilan tarama tasarimlarindan biri tam faktoriyel tasarimdir. Faktolerin

yanita ortak etkilerinin de incelenmesini saglar. Bir tam faktoriyel tasarim deneyi
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biitiin faktorler i¢in olasi tiim seviye kombinasyonlarini icerir. k sayisinda faktor iceren
iki seviyeli bir caligma icin gereken tiim deneylerin sayisi, 2¥ ile hesaplanir. 2 seviyeli
tasarimlarda -1 diislik seviye +1 ise yiiksek seviye olacak sekilde kodlama yapilir.
Omegin, 2 faktorlil bir tasarim igin 22 =4 deney yapilir. Faktor sayisi fazla ise deney
sayist da ¢ok fazla olacagindan deney sayisinin azaltilabilmesi i¢in kismi faktoriyel

tasarim kullanilabilir. Ornegin, 7 faktorlii bir tasarim i¢in deney sayis1 128’dir.

Tam faktoriyel tasarim Ozellikle deneysel ¢alismanin ilk sathalarinda, 6zellikle de
faktdr sayisinin 4’e esit veya 4’ten az olmasi durumunda kullanislh olmaktadir. iki
seviyeli faktorler i¢in yapilan varsayimlardan biri de yanitin segilen faktor araliginda

dogrusal oldugudur.

Kismi faktoriyel tasarim, minimum sayida deneyle ana etkileri ve istenen faktor
etkilesimi etkilerinin incelenmesine olanak tanir. Bu tasarimlar genel olarak 2*® ile
ifade edilir. Burada k, faktor sayis1 1/2P ise fraksiyonu temsil etmektedir. Ornegin,
262 25°in 1/4’inci fraksiyonudur. Bu durumda, 5 faktor iki seviyeli olarak 32 yerine
8 deney ile calisilabilecektir. Deney sayist azaldigindan faktorlerin bazi ikili

etkilesimleri incelenmeyecektir.

Faktor sayisinin 6’dan fazla oldugu durumlarda ise Placket Burman (PBD) tasarimi
kullanilabilir. Bu tasarimda ise faktorler arasi etkilesim incelenmez, sadece her bir

faktoriin sonug tizerindeki etkisi ayr1 ayri incelenir [61,65] .

Deneysel ¢alisma icin etkili olan faktorlerin belirlenmesinden sonra tasarim agsamasina
gegilir. Secilen faktorlerin minimum ve maksimum (kodlu degerler -1 ve +1) degerleri
belirlenir. Daha sonra ise kodlanmis seviyeler kullanilarak bir tasarim tablosu
meydana getirilir. Kodlanmis degerler yerine faktor seviyelerinin gercek degerleri
koyularak, faktorlerin farkli kombinasyonlar ile deneysel calismanin gerceklesmesi
saglanir. Elde edilen sonuclar matematiksel bir model haline doniistiiriilerek
yorumlanir. Asagidaki sili ve Cizelge 3.2°de 3 faktorlii bir tarama tasarimi i¢in 6rnek

tablolar olusturulmustur.

Cizelge 3.1: Ornek faktdr ve seviyeler.

Faktorler Diisiik Seviye Yiiksek Seviye
(-1) (+1)
X1 a b
Xz Cc d
X3 e f

a,b,c,d,e,f faktorlerin gercek degerlerini temsil etmektedir.
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Cizelge 3.2: Tam Faktoriyel tasarim tablosu.

Deney Sayisi X1 Xz X3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

Tarama tasarimlari ile faktorlerin etkileri ve hangi faktorlerin yanit iizerinde anlamli
bir etkisi oldugu arastirilir. Optimum degerlerin belirlenmesi ise tarama tasarimlari ile

yapilmaz.

3.1.2 Merkezi kompozit tasarim (CCD)

Genellikle merkezi kompozit tasarim olarak anilan, Box-Wilson merkezi kompozit
tasarimi, tam faktoriyel veya kismi faktoriyel tasarim noktalarinin yani sira modelin
egriligini belirleyen star (yildiz) noktalariyla artirilmis merkez noktalarini igerir.
Faktorlerin yanita olan etkilerinin daha kesin bir bi¢imde belirlenebilmesi adina
merkezi kompozit tasarimda faktor degerleri test edilen faktor seviyelerinden daha
kiigiik veya daha biiyiiktiir. Ornegin iki faktorlii bir tasarimda her faktdriin 5 seviyesi

bulunur. Bu sayede tasarim daha kesin modeller sunabilir.

Merkezi komposit tasarimda deney sayisinin (N) belirlenebilmesi ic¢in kullanilan

formiil soyledir:

N=2K+2k +1 (3.1)
2% = faktoriyle noktalar

2k = star noktalar

1= merkezi noktalar
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Tasarim alaninin merkezinden faktoriyel noktalara olan uzaklik +1 birim ise, tasarim
alaniin merkezinden yildiz noktalara olan uzaklik | a | > 1°dir. a'nin kesin degeri
tasarimdan beklenen belirli 6zelliklere ve ilgili faktorlerin sayisina baghdir. o
degerinin hesaplanabilmesi igin £ *V2¥ formiilii kullanilir. Y1ldiz noktalar her zaman
faktorlerin iki kat1 kadar olur. Yildiz noktalar tasarimdaki faktorler i¢in yeni ug
noktalar1 (maksimum ve minimum) temsil eder. +1 ve -1 faktdrlerin seviyelerini,
minimum ve maksimum degerlerini gosterir. Merkezi kompozit tasarim dairesel
simetriye sahip olan bir tasarimdir. Merkezi nokta orda degerdir ve seviyesi 0 olarak
verilir. Bu seviye faktorlerin maksimum ve minimum seviyelerinin ortalamasidir.
Merkezi noktalar 4-6 kez tekrarlanarak deneysel hatalarin bulunmasi amaglanir.
Cizelge 3.3’te k=2 i¢in 6rnek bir merkezi kompozit tasarim tablosu verilmistir [64-

69].

Cizelge 3.3: Merkezi kompozit tasarim tablosu.

Faktorlerin Kodlu Degerleri

Deney No X1 X2
1 -1 -1
2 -1 1
3 1 -1
4 1 1
5 -a (-1,414) 0
6 o (1,414) 0
7 0 -a (-1,414)
8 0 a (-1,414)
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
13 0 0
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3.1.3 Box-Behnken tasarimi (BBD)

Box-Behnken tasarimi 1980 yilinda Box ve Behnken tarafindan gelistirilmis olup
ikinci derece yiizey yanit modellerinin olusturulabilmesi i¢in kullanish bir aragtir.
Sadece ti¢ seviyeli olarak gergeklestirilebilir. Box-Behken tasarimi faktoriyel veya
kismi faktoriyel tasarimlarini icermediginden bagimsiz ikinci dereceden bir tasarim
olma Ozelligi tasimaktadir. Bu tasarimda islem kombinasyonlari, iglem alaninin
kenarlarinin orta noktalarinda ve merkezdedir [23,28]. Bu tasarimin geometrisi islem
alani i¢inde bir kiip onerir. Genel olarak, Box-Behken tasariminin yaklasimi, ikinci
dereceden bir yanit yiizey elde etmek ve ikinci dereceden polinom modeli olusturmak
icin kullanilmaktadir. Tasarim tekrarlanan merkez noktalarinda (ii¢ deney) ve ilgili
bolgeyi tanimlayan kiibiin her bir kenarinin orta noktasinda yer alan bolgelerden (oniki

deney) meydana gelir (Sekil 3.1) [70].

Sekil 3.1: Kiip seklinden elde edilen Box-Behnken tasarim noktalari.

Toplam deney sayis1 (N) asagidaki formiil ile hesaplanabilir:

N=k2+k + mn (3.1)
k= faktor sayisi

mn = merkezi nokta deney tekrar sayisi

Cizelge 3.4’te ornek bir Box-Behken tasarim tablosu verilmistir. Bu tasarim merkezi
noktanin ii¢ kez tekrar edilmesini de igeren 15 deneyden olusmaktadir. Tasarim ayrica
her biri iki faktorlii tam faktoriyel tasarimi temsil eden dort deneyli ti¢ bloga ayrilabilir.
Bu tasarimda her bir faktor ii¢ seviye icerir. Bu seviyeler maksimum (+1), minumum

(-1) ve orta deger (0) dir [71].
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Cizelge 3.4: Box-Behnken tasarim tablosu.

Deney Sayisi X1 X2 Xs
1 -1 -1 0
2 +1 -1 0
3 -1 +1
4 +1 +1
5 -1 0 -1
6 +1 0 -1
7 -1 +1
8 +1 0 +1
9 0 -1 -1
10 0 +1 -1
11 0 -1 +1
12 0 +1 +1
13 0
14 0
15 0 0 0

Toplamda onbes deney gerceklestirilir. Sonug olarak su esitlik elde edilir:
y=bo+b1X1+b2X2+03X3+H04X12+D5X2%+D6X 32+ 07X 1X2+HDeX 1X3H09X2+E (3.2)

Burada y yanit1 ifade eder.bo-bg regresyon katsayilari, x1, X2 ve X3 faktorleri, E ise hata
terimini gosterir. Box-Behken tasarimi esit aralikli faktor seviyeleri verir ve bu
seviyeler +1, 0 ve -1 olarak kodlanir. Regresyon denklemindeki katsayilarin pozitif
isaretli olmasi faktorler arasindaki sinerjetik etkiyi gosterirken, negatif isaret faktorler

arasindaki ters sinerjetik etkiyi gostermektedir [72].

Box-Behnken deneysel tasarimi, nispeten az tasarim noktasi ve deney ile kapsamli bir
veri kiimesi sunmaktadir. Ayrica bu tasarim, her bir faktor i¢in bes yerine ii¢ seviye
kullanmas ile diger tasarimlarla karsilastirildiginda hem deneysel hem de ekonomik

olarak daha fazla avantaja sahiptir [70].

Bu tez ¢calismasinin ilk boliimiinde idrarda etilmalonik asit tayini i¢in {i¢ faktor olarak
secilen tampon konsantrasyonu, tampon pH’st ve yiizey aktif madde
konsantrasyonunun optimum sartlarini belirlemek ve faktorler arasi etkilesimlerin
etkilerini belirlemek icin Box-Behnken tasarimi kullanilmistir. Ikinci boliimde ise

malonik asit, metilmalonik asit ve etilmalonik asitlerin idrarda eszamanli tayini i¢in
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yontem gelistirilmistir. Bu amagla pik yiikseklikleri ve ayrim giicii lizerinde tampon
konsantrasyonu, tampon pH’s1 ve enjeksiyon siiresinin etkilerinin incelenmesi igin
Box-Behnken tasarimi kullanilmistir. Optimum ayirma kosullar1 bu tasarim sonucunda
belirlenmistir. Calismanin {i¢ilincii ve son boliimiinde ise idrarda mevalonik ve sialik
asit tayini i¢in yontem gelistirilmistir. Bu amagla once etkili faktorlerin belirlenmesi
i¢in tarama tasarimi kullanilmistir. Tarama tasarimi sonucu tampon konsantrasyonu,
enjeksiyon siiresi ve enjeksiyon basincit degerleri etkili faktorler olarak belirlenmistir.
Ardindan yine Box-Behnken tasarimi ile etkili ti¢ faktoriin optimum kosullar

hesaplanmustir.
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4. METABOLIK HASTALIKLAR

Organik asidiiriler veya organik asidemiler (OA'lar), amino asitlerin, karbonhidratlarin
veya lipidlerin katabolizmasinda yer alan ¢esitli hiicresel metabolik yollardan birinde
gerekli olan bir enzim veya tasima proteininin eksikliginden kaynaklanan kalitsal
metabolik hastaliklardir. [73,74]. Organik asitler bu yollarda fizyolojik ara iiriinler
olarak ortaya e¢iktiklarindan, hastalarda enzim/protein eksikligi viicutta organik
asitlerin biiyiik miktarda birikimine neden olur; bu fazla metabolitler idrarla atilir. Bu
nedenle, bu hastalarda, {iriner organik asit profili, bu metabolik hastalik sinifi i¢in
biyomarker olarak tanimlanmis organik asitlerin yiiksek atilimini ortaya ¢ikarir. Bu
hastaliklar, agir hasta ¢ocuklar [73,75] arasinda en sik goriilen kalitsal metabolik
hastaliklar olarak kabul edilir ve yliksek riskli toplumlarda [74,76] en yaygin dogumsal
metabolik hastalik gruplarini olusturur. Amino asit metabolizmasini, lipid
metabolizmasini, piirin ve pirimidin metabolizmasini, iire dongisiini, Krebs
dongiisiinii ve yag asidi oksidasyonunu etkileyen 65'ten fazla organik asidiiri
tanimlanmistir. Bunlarin  ¢ogu otozomal resesif bozukluklardir. Organik asit
metabolizmasinin dogustan gelen hatalarinin orami1 toplam olarak, canli dogumda
1:3000'e yakindir [77]. Onemli organik asidiiriler arasinda propiyonik asidiiri,
metilmalonik asidiiri, izovalerik asidiiri, ak¢aaga¢ surubu idrar hastaligt (MSUD),

glutarik asidiiri tip I ve ¢oklu karboksilaz eksikligi bulunur.

4.1 Malonik Asidiiri

Malonil-KoA dekarboksilaz eksikligi 16923.3 kromozomunda bulunan MLYCD
genindeki mutasyon sebebiyle meydana gelir. Nadir goriilen otozomal resesif kalitsal
bir yag asidi metabolizmasi bozuklugudur. Bahsedilen klinik bulgularin biiyiik
cogunlugunu tagiyan hasta sayisinin her yil arttigr bildirilmistir. Hastanin beyin
omurilik sivisinda da yiiksek seviyelerde tespit edilen malonik asit, malonil-KoA
dekarboksilaz enzim eksikligini (MCD) gostermektedir [27,78,79].

Karakteristik fenotipi degiskendir fakat erken ¢ocuklukta gelisim geriligi, nobetler,

hipotoni, ishal, kusma, metabolik asidiiri, hipoglisemi, ketozis, genital bolgede
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anormallik, bobrek displazisi, idrarda anormal bilesikler, laktik asidiiri ve hipertrofik
kardiyomiyopati goriilebilir. Gelisim geriligi en ¢cok goze ¢arpandir. Kardiyomiyopati
Oliimlerin baglica nedenidir. Baz1 hastalarda kortikal gelisimde malformasyon ve
beyaz cevher tutulumu ile karakterize beyin anormallikleri bildirilmistir. Yenidogan
taramasinda belirlenmemisse, bircok vaka kotii prognozla iligkili siddetli metabolik
asidoz ve hipoglisemi ile karakterize metabolik dekompansasyon ile kendini gosterir.
Gelismis yenidogan taramasi ile daha erken teshis edilerek tedaviye erken baslamak
ve boylece hipoglisemi, biligsel bozukluk ve kardiyopiyopatinin énlenmesi miimkiin

olabilmektedir [26,78].

Malonil-KoA dekarboksilaz en fazla kalp kasi, ardindan iskelet kasi, beyin, ince
bagirsak, karaciger, pankreas ve bobrekte goriiliir. MLY CD ig¢in substrat olan malonil-
KoA, yag asidi sentezi ve oksidasyonunda su iki fonksiyonu sayesinde anahtar rolii

oynar:

1)Yag asidi biosentezinde ara madde (asetil-KoA karboksilaz ile malonil-KoA

olusumu yag asidi biyosentezinin ilk adimidir)

2)Karnitin palmitoil transferazl (CPT1) inhibisyonu yoluyla yag asidi oksidasyonu

diizenleyicisi

CPT1’in 3 izoformu vardir: CPT1A karacigerde, CPT1B agirlikli olarak kalp/kas
dokusunda bulunur, CPT1C son zamanlarda beyinde bulunmustur. Malonil-KoA bu
izoformlar1 farkl sekillerde inhibe eder. CPT1B (agirlikli olarak yag asitleri sentezinin
ihmal edilebilir oldugu kas dokularinda bulunur) malonil-KoA konsantrasyonuna kars1
100 kat daha fazla hassastir. Bu bulgular, iskelet ve kalp kasi lizerinde malonil-
KoA’nin sentetik roliinden ziyade baskin olarak diizenleyici oldugunu ileri
stirmektedir. MLYCD aktivitesinin kaybina bagli malonil-KoA konsantrasyonundaki
hafif degisimler, kalp ve kastaki substrat tiilketimi ve enerji liretimi iizerinde derin
etkiler yaratabilir ve ayrica MLYCDD’li bireylerde goriilen mitokondriyal yag asidi
oksidasyon bozukluklarinin fenotipik benzerliklerini agiklayabilir [78].

Sekil 4.1°de malonil-KoA yolag: ile yag asidi metabolizmas1 ve Krebs ¢emberine

etkisi goriilmektedir [80].
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Asetil KoA Adipoz

MCD Y

Uzun zincirli acil KoA

Malonil KoA — » CPT1

Y

Uzun zincirh acilkarnitin

Yasg asitleri Malonik asit Krebs Dongiisii

Sekil 4.1: Malonil-KoA yolagi.

Hiicresel malonil-KoA seviyeleri ¢esitli enzimlerle kontrol edilir. Malonil-KoA asetil-
KoA karboksilaz tarafindan {iretilir; yag asidi sentaz, elongaz ve malonil-KoA
dekarboksilaz tarafindan harcanir. Malonil-KoA'nin fonksiyonel 6nemi, bu enzimlerin
modilatorlerinin  terapotik uygulamalara sahip olabilecegini  gostermektedir.
Memelilerde malonil-KoA dekarboksilaz aktivitesi sitoplazma, mitokondri ve

peroksizomlarda goriiliir ve bu farkli izoformlar tek bir gen tarafindan yonetilir [81].

4.1.1 Tam

Malonik asidiirinin erken tanis1 hastalik ve oliime yol agan kardiyomipatinin
Onlenebilmesi icin Onemlidir. Malonik asidiiri tanis1 kandaki acilkarnitin
profillerindeki yiiksek malonilkarnitin (C3DC) seviyelerine dayanmaktadir. Idrar

organik asit analizlerinde ise yiiksek malonik aside rastlanmaktadir [42].

Bazi1 hastalarda, o6zellikle hastaligin basinda, buna metilmalonik asitteki hafif
yiikselmeler de eslik eder. Bu ise, ACSF3 genindeki mutasyonlar sonucu olusan
kombine malonik ve metilmalonik asidiiriye benzer. Bu hastalikta da idrarda bu iki

asit seviyesinin artig1 goriliir [78,82]

Erken ¢ocuklukta isaretleri gériilmeye baslar. Diger belirtiler katoasidoz (kanin asiri

asidik olmasi), distoni (istemsiz kas gelisimi), hipotoni, gelisim geriligi, yetersiz kilo,
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hipoglisemi, koma ve mikrosefalidir. Diger hastalar ise yetiskinlige kadar belirti
gostermeyebilir. Bu bireyler genellikle nébet, hafiza kaybi, diisiinme kapasitesinde

diisiis gibi norolojik problemlere veya psikiyatrik hastaliklara sahip olmaktadirlar.

Malonik asit, (propandioik asit) molekil agirligt Ma= 104,0615 g/mol olan
pKa1 =2,83 pKaz = 5,69 degerlerine sahip bir dikarboksilik asittir (Sekil 4.2).

O O

HO OH

Sekil 4.2: Malonik asit molekiiler yapisi.

Saglikli insan idrarindaki normal malonik asit seviyeleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1: Saglikli bireylerin idrarinda malonik asit seviyeleri.

Donem Malonik asit
(mmol/mol Kreatinin)
Cocukluk 0,00-2,00
Yetiskinlik 2,00-3,50

4.1.2 Tedavi

Heniiz MLYCDD igin tedavi rehberi bulunmamaktadir. Yag asidi oksidasyonu
bozukluklarindaki gibi, yiiksek karbonhidrat ve diisiik yagli bir diyet 6nerilmektedir.
Kardiyomiyopati i¢in ACE inhibitorleri ve beta-blokerleri kullanilir. Buna ek olarak,
karnitin takviyesi, sekonder karnitin eksikliginin giderilmesi ve kardiyomiyopati ile

kas gii¢siizliigiiniin giderilmesi igin gerekli olabilir [78].

Celato ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada ilk kez yeni dogan taramasi ile
hastalik teshis edilmis ve asemptomatik donemde tedaviye baslanmistir. Tedavisi i¢gin
erken tani yapilan (dogumdan 8 giin sonra) bir erkek bebege diyet terapisi (yiiksek
karbonhidrat, diisiik uzun zincirli yag asidi ve orta uzun zincirli trigliserit ilaveli, L-
karnitin  stakviyesi) uygulanmistir. Tedaviye erken baslanmasi metabolik
degisikliklerde bir iyilesme saglamis ve neredeyse normal bir klinik duruma

gecilmistir [83].
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Ersoy ve arkadaslar1 2017°de yaptiklart bir ¢aligmada geg tani koyulan 1 yasinda bir
erkek hastaya karnitin, disiik yag, yiiksek karbonhidrat icerikli diyet uygulayarak

hastaligin gerilemesinde oldukga etkili sonuglar elde etmislerdir [80].

4.2 Metilmalonik Asidiiri

Metilmalonil-KoA mutaz, MUT geni tarafindan kodlanir. Bu gendeki mutasyon,
propiyonat metabolizmasina ait otozomal resesif kalitsal bir hastalik olan
metilmalonik asidiiriye neden olur. izol&sin, treonin, metionin, valin ve tek zincirli yag
asidi katabolizmasi propionil-KoA olusturur. Propionil-KoA da metilmalonil-KoA
araciligiyla indirgenerek Krebs dongiisiine katilir. Bu hastalikta mitokondri i¢inde
metilmalonil- KoA’dan siiksinil-KoA olusumunda bozulma vardir. Burada gorevli
olan enzim metilmalonil-KoA Mutaz (MCM) ve koenzimi adenozil kobalamindir.
Enzim bozulmasinda metilmalonil- KoA artar ve hidrolize olmasi sonucu
metilmalonik asit (MMA) olusur. Boylece kanda, idrarda, beyin-omurilik sivisinda
(BOS) metilmalonik asit yiikselir. MCM enzimini kodlayan gen 6. kromozom kisa
kolunda bulunmaktadir (6p21.2-p12) ve buradaki farkli mutasyonlar hastaligin nedeni
olarak goriilmektedir. Metilmalonil-KoA mutaz ya tamamen (mut0) ya da kismen
eksik (mut) olabilir. Bunun yanisira metilkobalamin metabolizmasina sahip bazi
hastaliklar sonucunda da metilmalonik asidiiri goriilebilmektedir. Sekil 4.3’te

metilmalonil-KoA mutaz eksikligi goriilmektedir [84-86].

1;-1!0]6‘5['1: L-L&Si..u, . Kﬂl?rﬂ'e rﬂl I“]f]“ T@k Iinc lﬂl }aE
L-Metionin, L-Trionin . asitleri
S ' e’
w~ -
' Y v

Propivonil-KoA

\

D-Metilmalonil- KoA

\

L-Metilmalonil- KoA — . eilmalonik asit

]

Siiksinil-KoA m
\ TC‘_\

Diingiisii

MMM Metilmalonil-KoA Mutaz

Sekil 4.3: Metilmalonik asidiiride metilmalonil-KoA mutaz eksikligini gosteren
metabolik yol.
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Metilmalonik asidiirinin farkli fenotipleri vardir. Agir formlar1 yeni dogan déneminde
ilk hafta icinde ortaya cikip erken donemde Sliimle sonuglanirken, hafif formlari
eriskin doneme kadar bulgu vermeyebilir. Genellikle yasamin ilk yillarinda kusma,
beslenme giigliigli, letarji, dehidratasyon ve siddetli metabolik asidozla baglar.
Norolojik bulgular1 nobetler, hipotoni, hareket bozukluklari, gelisim geriligi, zeka
geriligi ve dispraksiyi (motor planlama bozuklugu) igerir. Genel olarak klinik bulgular
hizli bir sekilde ilerler ve enfeksiyonlar ile birlikte hastalikta bir artis olur.
Metilmalonik asidiiri bulunan hastalarda optik sinir tutulumu nadiren goériilmektedir.
Yapilan bir ¢aligmada kardiyomiyopati gelistiren {i¢ metilmalonik asidiiri hastasi

belirlenmistir [87-89].

4.2.1 Tam

Metilmalonik asidiiri, metilmalonil-KoA ve metilmalonik asidin asir1 birikimi ile
belirlenir. Tipik metilmalonik asidiiri Klinik olarak letarji, kusma, hipertoni,
biokimyasal olarak ise akut ataklar sirasinda hiperamonyemi ve ketoasidoz ile iliskili
metilmalonik asidin doku ve sivilarda birikimi ile karakterizedir. Hasta yonetimindeki
gelismelere ragmen, hayati tehdit eden ataklar, bobrek ya da noérolojik

komplikasyonlar hala metilmalonik asidiiri hastalar1 i¢in kesindir [85,90].

Metilmalonik asit, (2-metil propandioik asit) molekiil agirligit Ma= 118.091 g/mol
olan pKa1 =3,07, pKa2 = 5,79 degerlerine sahip bir dikarboksilik asittir (Sekil 4.4).

@) O

HO OH

Sekil 4.4: Metilmalonik asit molekiil yapisi.

Cizelge 4.2°’de tabloda, metilmalonik asidiirinin fenotiplerinde ve enzimatik alt

tiplerinde saglik birey idrarindaki MMA konsantrasyonlar1 verilmistir [91].
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Cizelge 4.2: Metilmalonik asidiiri fenotiplerinde ve enzimatik alt tiplerinde
saglikli birey idrarindaki MMA konsantrasyonlari.

Metilmalonik Asidiiri Idrardaki Metilmalonik Asit
Fenotipleri/Enzimatik Alt Tipleri mmol/mol Kkreatinin
Cocuk/Bi12 duyarli olmayan 1000-10000
B12 duyarl 10-100
Iyi huylu/yetiskin metilmalonik asidiiri 10-100

mut®, mut-, cbIB

Metilmalonil-KoA epimeraz eksikligi 50-1500
cblA, chID-MMA
cbIB, mut
Saglikli birey (bebek) 0,00-79,00
Saglikl birey (¢ocuk) 1,00-11,00
Saglikli birey (yetigkin) 0,7-3,5
4.2.2 Tedavi

Tedavi i¢in diisiik proteinli bir diyet, belirli ilaglar, antibiyotikler ve bazi durumlarda
karaciger ve bobrek nakli uygulanir. Metilmalonik asidiirinin baz1 cevap veren alt

tiirleri i¢in B12 vitamini de verilebilmektedir [92].

Wesot-Kucharska ve arkadaslar1 yas ortalamasi 1,5-2 arasinda olan 5 hasta iizerinde
yaptiklar1 ¢calismada hidroksokobalamin (damar yolu ile verilen B12) kullanmiglardir.
Bu sayede serum ve idrarda metilmalionik asitte azalma gozlemlenmistir. Ayrica
uygun diyet programi, Bi2 vitamini ve L-karnitin kullaniminin devamu ile hastalarda
organ bozukluklar1 ¢ok nadir goriilmils metabolik dengesizliklere ise hig

rastlanmamustir [93].

Mc Guire ve arkadaslar1 hastalik tedavisinde karaciger ve bobrek naklinin etkilerini
incelemislerdir. Serum ve idrardaki metilmalonik asit miktarlarinda 6nemli Slgiide

azalma gozlenirken norolojik bozulmalar devam etmistir [84].
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4.3 Etilmalonik Asidiiri

Etilmalonik asidiiri, dikarboksilik asit ve etilmalonik asit (EMA) birikimiyle
karakterize fizyolojik bir rahatsizliktir. EMA biitirat karboksilasyonu sonucu olusur.
EMA’nin asir1 tiretimi ise yag asitlerinin -oksidasyonundaki enzimatik bozukluklar
veya izoldsin gibi dallanmis zincirli amino asit sentezlerindeki aksakliklar sebebiyle
meydana gelir. Etilmalonik asidiiri, kisa zincirli agil-KoA dehidrojenaz eksikligi,
multipl acil-KoA dehidrojenaz eksikligi ve etilmalonik ensefalopati gibi c¢esitli
metabolik hastaliklarda gézlemlenmektedir [94,95].

Etilmalonik ensefalopati, ETHE1 genindeki mutasyon nedeniyle meydana gelen nadir
goriilen otozomal resesif gecisli mitokondriyal bir hastaliktir. Hastalik geni 19q13
kromozomu iizerinde bulunur. ETHEI geni {iriinii olan silfiir dehidrojenaz
ETHE1’deki (ETHE1-SDO) bozulan aktivite gesitli dokularda hidrojen stilfiir (H2S)
birikmesine yol agar. H2S olusumu kisa zincirli a¢il-KoA dehidrojenaz ve sitokrom c
oksidaz aktivitelerini engelleyerek C4 ile C5 acilkarnitin seviyelerinde artisa ve
etilmalonik asidiiriye sebep olur [95,96]. Sekil 4.5’te etilmalonik asidiiri i¢in

metabolik yolaklar verilmistir.

L-izolésin L-alloizolssin
{3)-2-0kso-3- — (R)-2-0lcs0-3- Uzun zincirli vag asitleri
metilvalerik asit metilvalerik asit *
(S)-metilbiitiril KoA (R)-metilbiitiril KoA * G55+50s I
v S/BCAD * ‘ Dioksijenaz
Tigil-KoA 2 _etakrilil-KoA Heksanoil KoA
* * * GSSH
n-biitiril-KoA Biitiril KoA
* T SCAD -
Asetil KoA *
EMA Asetil KoA

Sekil 4.5: Etilmalonik asidiirinin metabolik yolaklari.

Etilmalonik ensefalopati gelisim geriligi, tekrarlayan petesi, ortostatik akrosiyanoz ve
kronik ishal ile karakterize yikici bir hastaliktir. Hastaligin prognozu oldukg¢a zayiftir,

metabolik dekompansasyon ile hastalarin yarisinda iki yasindan dnce 6liime sebebiyet
verir [97,98].
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4.3.1 Tam

Hastalikta erken baglayan ve ilerleyen psikomotor gerilik, nobetler, petesi, kronik
hemarojik ishal gibi belirtiler siphe uyandiricidir. Laboratuvar bulgularinda ise kan
laktat seviyesinde artig, kan C4 v e C5-acilkarnitin esterlerinde artis, plazma tiyostilfat
artis1 ve idrarda etilmalonik asit artis1 goriiliir. Idrardaki birikme seviyesi 54 ile 2270

mmol/mol kreatinin olarak verilmistir [47,99].

Etilmalonik asit, (2-etil propandioik asit) molekiil agirligt Ma= 132,115 g/mol olan
pPKa1 =2,99, pKa2 = 5,83 degerlerine sahip bir dikarboksilik asittir (Sekil 4.6).

O O
HO OH

Sekil 4.6: Etilmalonik asit molekiil yapisi.

Saglikli insan idrarindaki normal etilmalonik asit seviyeleri Cizelge 4.3’te

gosterilmistir.

Cizelge 4.3: Saglikli bireylerin idrarinda etilmalonik asit seviyeleri.

Yas Arahgi Etilmalonik asit
(mmol/mol Kreatinin)

Yeni dogan donemi 20,00-42,00
Cocukluk donemi 1,00-5,00
Yetigkinlik donemi 1,20-5,80
4.3.2 Tedavi

Etilmalonik ensefalopati ve diger oOliimciil hastaliklarin tan1 ve tedavisi igin
etilmalonik asidiirinin erken tespiti hayati 6énem tasimaktadir. EMA yenidogan ve

erken ¢cocukluk doneminde Sliimlere yol agmaktadir.

Hastalik seyrinin erken doneminde uygulanan fizik tedavinin istenmeyen kas

kasilmalarint 6nlemede yardimci olacagi belirlenmistir. Siddetli ishal durumunda sivi
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ve yiiksek kalori alinmasi énemlidir. Oliimciil olabilecek enfeksiyonlarin énlenmesi
de dnemlidir [99].

Ozellikle hastalik baslangicinda koenzim Q10, N-asetilsistein ve metronidazol
(bagirsak temizlenmesi ig¢in) ile kombine tedavi sonucunda belirgin bir ndrolojik

gelisme, akrosiyanoz ve peteside azalma, ishalin yok olmasi gozlemlenmistir [99,100].

4.4 Mevalonik Asidiiri

Mevalonat kinaz eksikligi (MKD) otozomal resesif kalitilan bir hastaliktir. Iki Fenotipi
bulunmaktadir: Hiper IgD Sendromu (HIDS) ve mevalonik asidiiri. Her iki
hastaliktada ates ve iltihaplanmanin eslik ettigi mide-bagirsak sikayetleri, lenf
bezlerinin sismesi, eklem agrilari, deri dokiintiisii ve mukozal tlserler goriiliir. Bu
ataklarin yami sira, daha siddetli fenotip mevalonik asidiiriden etkilenen hastalar
dismorfik 6zelliklere, dogum 6ncesi ve sonrasi biiylime geriligine, norolojik ve okiiler
tutuluma sahiptir. Idrarda mevalonik asit (MVA) seviyesi ile hastalik teshisi

koyulabilir [100,101].

Mevalonat kinaz, mevalonat biyosentetik yolaginin anahtar enzimidir. Kolesterol ve
nonsterol izoprenoidlerin olugsmasinda gorevlidir. Bu yolak HMG-Ko0A’y1 mevalonata
ceviren HMG-Ko0A (3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A) rediiktaz enzimi ile baslar.
Mevalonat kinaz, mevalonatin C5 hidroksil oksijeninin fosforilasyonunu
gerceklestirerek 5-fosfomevalonik asidi olusturur. Daha sonraki adimlar bu bilesigin
izopentil pirofosfata doniismesini saglar. Bu yoldaki mevalonat kinaz enzim
aktivistesindeki eksiklik hem mevalonik asit birikimine hem de bahsedilen bilesiklerin
eksikligine neden olur. Mevalonik asit seviyelerinin plazma ve idrarda artis1 ile

sonuglanir (Sekil 4.7) [100-102].
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HMG-KoA

* <:|I HMG-KoA rediiktaz 4— Statinler

Mevalonik asit

<:I| Mevalonat kinaz +—Mevalonat kinaz
elesikligi

Mevalonat-5-fosfat

\

Geranilpirofosfat
+ <:|I Farnesildifosfatsentaz | Bifosfonatlar

Farnesilpirofosfat

Skualen ‘; Geranilgeranilpirofosfat

- Farnesilasyon .
Ko ;t*; terol Geranilgeranilasyon
Sekil 4.7: Mevalonik asit fosforilasyonu.
4.4.1 Tam

Tani idrarda yiikselen mevalonik asit miktari ile koyulabilir. Genetik testlerle hastalik
dogrulanir [101]. MKD hastaligimnin kompleks yapist kesin tani1 koyulmasinda
gecikmelere sebep olabilmektedir. Ilerleyen yaslardaki sonuglari kesin olarak
bilinmemektedir [103].

Mevalonik asit molekiil agirligit Ma=148,16 g/mol pKas= 4,48 degerine sahip bir asittir.

Sekil 4.8’de mevalonik asit molekiil yapist goriilmektedir.

O

HO/\MOH

Sekil 4.8: Mevalonik asit molekiil yapisi

Saglikli insan idrarindaki normal mevalonik asit seviyeleri Cizelge 4.4’te

gosterilmistir.
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Cizelge 4.4: Saglikli bireylerin idrarinda mevalonik asit seviyeleri.

Donem Mevalonik asit
(mmol/mol Kreatinin)

Cocukluk 0,10-1,90

Yetiskinlik 0,00-2,00

4.4.2 Tedavi

Tedavi segenekleri smirli veriye dayali olarak gergeklestirilir. Nonsteroidal
antiinflamotari ilaglar, kartikosteroidler ve 6zel sitokin yolaklarini hedef alan biyolojik
ajanlar kullanilir. Daha az siddetli olan formlarda nonsteroidal antiinflamotuar ilaglar
veya steroidler ates ataklari esnasina kullanilabilir. Hastaligin daha siddetli formuna
sahip olan kisilerde biyoterapi ile iyilesme saglanabilir. Son yillarda biyolojik ilaglar
icin 1yi sonugclar alinsa da bu ¢alismalarda tatmin edici bir azalma gézlenmemistir. Bu
sebeple daha fazla caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir [99]. Jeyaratnam ve Frenkel’in
calismasinda interlokin-1 antagonist canakinumab kullanilmig ve hastalarin %35’inde
tamamiyle bir azalma raporlanmistir. Fakat ilacin maliyeti birgok hasta i¢in ulagilmaz

olmasina sebep olmaktadir [104].

K. Rafiq ve arkadaslari ise tokilizumab ile 12 yasindaki bir kiz ¢ocugu hastayi tedavi
ettiklerini raporlamis ve MKD tedavisi i¢in kisith da olsa bir katki sagladiklarim

belirtmislerdir [105].

4.5 Sialik Asidiiri

Sialik asit depo hastaliklar1 (SSD’ler) nadir goriilen resesif norodejeneratif genetik
bozukluklardir. Bu durum serbest sialik asidin dokularda, fibroblastlarda ve idrarda
birikimine sebep olur. Hastaligin ii¢ formu bulunmaktadir: Salla hastaligi en hafif
fenotip olup dogumda normal gériiniim ve bulgular ardindan psikomotor gelisimde
gerilik, spastisite ve epileptik ndbetler ile sonuglanan yavas ilerleyen norolojik
bozulma ile karakterize edilir. En siddetli olan fenotip olan ISSD’de (infantile free
sialic acid storage disease) ise belirtiler dogumdan 6nce veya dogumun hemen
ardindan goriiliir. Bu belirtiler ciddi gelisimsel gerileme, kaba yiiz 6zellikleri,

karaciger ve kalp biiylimesi ile erken ¢ocukluk déneminde 6liim olarak siralanabilir.
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Hastaligin ii¢iincii formu ise orta siddette olarak belirtilmistir. Bu hastaligin belirtileri

de Salla hastalig1 ve ISSD belirtileri arasinda bulunur.

Bu hastaliklarin {igii de 6q13 kromozomu iizerinde bulunan SLC17A5 genindeki
homozigot veya bilesik heterozigot mutasyondan kaynaklanir. Hastaligin siddetini
gendeki spesifik degisim belirler. SLC17AS5 geni serbest sialik asidi lizozom i¢inden
tagimakla gorevli sialin adi1 verilen proteinin iiretilmesinden sorumludur. Sialik asit,
glikoprotein ve glikolipitlerin liozozom tarafindan pargalanmasiyla olusan bir
sekerdir. Sialik asit depo hastaliklarinda yetersiz ¢alisan sialin sebebiyle sialik asidin

lizozomlarda toplanmasina neden olur (Sekil 4.9) [106,107].

N-asetilndraminik gitidin monofosfat
asit (NeuwAc) {CMP)-NeuAc

« sitidin trifesfat '

(CTP)
,/ ¥
NeuAc _ - CMP-NeuAc
4 R
I i . CMP-NeuAc MP
- 0GS — o SialiLOGS

NewAc-9-fosfat
&

N-asetilmannozamin-6-fosfat
(ManNAc-6-P)
&

livaz  NewAe
ManNAe 4——
v

Piruvat
= H*
- fl
Uridindifosfo-N-asetil + Fosfoenol piruvat
glukozamin N (PEP)

Glukoz

Sekil 4.9: Sialik asidin metabolizma yolu.
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4.5.1 Tam

Fiziksel muayene ardindan hastadaki belirtiler degerlendirilir. Tan1 i¢in idrardaki
yiikselen sialik asit seviyesine bakilir. Ayrica beyindeki anormallikler incelenir.

Hastaligin formunun kesinlestirilmesi i¢in genetik testlerden de faydalanilmaktadir.

Sialik asit (N-asetilnoraminik asit, SA) molekiil agirligt Ma=309,2699 g/mol
PKa=2,60 degerine sahip bir asittir. Sekil 4.10°da SA molekiil yapis1 goriilmektedir.

HOOH  cooH

AcHN Q/ "OH
HO OH

Sekil 4.10: Sialik asit molekiil yapisi.

Saglikli insan idrarindaki normal sialik asit seviyeleri Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Cizelge 4.5: Saglikl bireylerin idrarinda sialik asit seviyeleri.

Doénem Sialik asit
(mmol/mol kreatinin)

Cocukluk 0,79-3,17

Yetiskinlik 11,32-73,58

4.5.2 Tedavi

Hastaligin onaylanmis bir tedavisi bulunmamaktadir. Genel olarak her hastaya 6zel
olacak sekilde destekleyici ve belirtileri gidermeye yonelik tedaviler uygulanmaktadir.
Nobetlerin tedavi edilmesi, yeterli beslenmenin saglanmasi, hareket ve iletisimin
tyilestirilmesi i¢in rehabilitasyon uygulanmasi, kalsiyum ve D vitamini takviyesi, 6zel

egitim, konusma terapisi ve sosyal destek gibi destek ¢alismalar1 yapilabilir [106-109].
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5. DENEYSEL KISIM

Bu doktora ¢alismasinda kapiler elektroforez-temassiz iletkenlik dedektor teknigi ile
cesitli metabolitler icin {ic analiz yontemi gelistirilmistir. Calismanin ilk kismi
etilmalonik asit i¢in bir analiz yontemini icermektedir. Caligsmasinin ikinci kisminda
ise MA, MMA ve EMA'nin aym anda tayini geceklestirilmistir. Uciincii kisimda ise
mevlonik ve sialik asit i¢cin gelistirilen yontem bulunmaktadir. Her {i¢ yontemin de

idrar 6rneklerinin analizlerine uygulamasi yapilmstir.

5.1 Malzeme ve Yontemler

5.1.1 Kimyasallar

Malonik asit (MA), metilmalonik asit (MMA), etilmalonik asit (EMA),
setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB), 2-(N-morfolin)etansulfonik asit (MES), 2-
amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol (Tris), mevalonik asit (MVA) ve sialik asit
(N-asetilnéraminik asit) (SA) Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, ABD). Calismada
kullanilan diger tiim kimyasallar analitik safliktadir. Caligmada kullanilan ultrasaf su

Elga Purelab Option-7-15 filtreleme sisteminden elde edilmistir.

5.1.2. Standart ¢ozeltilerin ve idrar 6rneklerinin hazirlanmasi

Idrar 6rnekleri istanbul Universitesi-Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Dahili Tip

Bilimleri Boliimii Cocuk Beslenme ve Metabolizma Bilim Dali’ndan temin edilmistir.

Tiim idrar 6rnekleri -20°C’de saklanmis ve analizden once ultrasaf su ile 1:100 (v/v)
oraninda seyreltilmistir. MA, MMA, EMA, SA ve MVA igin stok ¢ozeltiler (100
mg/L) hazirlanmistir. Tim standartlar ve stok ¢ozeltiler -20°C’de saklanmig ve
analizden 6nce oda sicakligma gelmeleri beklenmistir. Standart ¢ozeltiler ise stok

¢ozeltilerin uygun oranlarda seyreltilmesi ile hazirlanmistir.

Tampon ¢ozelti MES ve Malonik asit’in ultra saf suda ¢6ziinmesi ile hazirlanmis ve

pH ayarlamasi 0,1 mol/L Tris ile yapilmistir. Ornek ¢dzeltileri enjeksiyondan once
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giinlik olarak hazirlanmigtir. Tim ¢ozeltiler kullanimdan o6nce 0,45 pm’lik

mikrofiltrelerden gegirilmistir.

MA, MMA, EMA, SA ve MVA ¢ozeltilerinin kararliligi arastirilmis ve sonuglar %
RSD olarak verilmistir. Kararlilik ¢alismalar1 sulu ortam ve idrarda 2, 5 ve 10 mg/L
standart asit ¢ozeltileri ile gergeklestirilmistir. Standart ¢ozeltilerin sulu ortamdaki
kararlilig1 7 giin boyunca 4°C'de ve idrardaki kararliligi ise 24 saat oda sicakliginda ve

ti¢ kere dondurma ¢6zme isleminden sonra belirlenmistir.

Sulu ortamdaki kararlilik icin %RSD 3,58-4,57 arasinda bulunmustur. Idrardaki
karalilik ise 24 saat oda sicakliginda % 4,25-5,32 ve {ic dondurma ¢6zme isleminden
sonra ise, % 5,98-6,37 olarak bulunmustur. Bu sonuglar, MA, MMA, EMA, SA ve
MVA c¢ozeltilerinin bu calisma sirasinda kullanilan saklama kosullarinda kararhi

oldugunu gostermektedir.

5.1.3 Cihazlar ve ¢calisma sartlari

Analizler TraceDec Temassiz Iletkenlik Dedektérii ile birlestirilmis CE sistemi (Prince
Technologies, Emmen, Hollanda) ile gerceklestirilmistir. Calismalarda kullanilan
silika kapiler kolonun (Polymicro Technologies, Phoenix, ABD) toplam ve etkin

uzunluklar1 Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1: Silika kapiler kolonlarin i¢ ¢ap1, toplam ve etkin uzunluklari.

Analit ic Toplam Etkin
Cap (um) uzunluk (cm) uzunluk (cm)
EMA 50 65 52
MA, MMA, EMA 25 60 46
SA ve MVA 50 65 52

Veriler DAx 8.0 Data Acquisition and Analysis yazilimi (Hollanda) ile analiz
edilmistir. Her ¢alisma giiniiniin basinda silika kapiler kolon 0,1 mol/L NaOH (10 dk),
su (5 dk) ve tampon (10 dk) ile yikanmistir. Enjeksiyon aralarinda ise NaOH, su ve
tampon ¢ozelti ile 2’ser dk yikama gergeklestirilmistir. Yapilan her {i¢ ¢aligmada
calisma voltaji olarak 28 kV secilmistir. Ornek enjeksiyonu hidrodinamik enjeksiyon

ile uygulanmustir.
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6. SONUCLAR

6.1 idrarda Etilmalonik Asit Tayini I¢in Yontem Gelistirilmesi

Boliim 4°te belirtildigi gibi nadir goriilen metabolik hastaliklardan olan asidiirilerin
tanisi icin ilgili asit miktarinin idrardaki yiikselme miktarlar1 kullanilmaktadir. EMA
pKa1 Ve pKaz degerleri sirastyla 2,99 ve 5,83 olan diisiik molekiil agirlikli ve UV-
absorpsiyonu diisiik olan bir organik asittir. Bu nedenle C*D ile dedeksiyon bu organik
asit icin uygun ve giivenilir olmaktadir. C*D ile dl¢iim prensibi tampon ve analit
arasindaki iletkenlik farkina dayanir. C*D dedeksiyonunda hassasiyetinin artirilmasi
ve kapilerdeki akimin azaltilmasi i¢in CE’de kullanilan tampon ¢6zelti iletkenliginin
diisiik olmas1 gerekir. Tampon iletkenligi ve ayn1 zamanda EMA’nin elektroforetik
mobilitesi pH ve iyonik siddetten etkilenmektedir. Bu etkilerin kaynagini ise tampon
¢oOzeltinin bilesimi olusturmaktadir. Bu ¢alismada diisiik iletkenliginden 6tiirii galigma
tamponu olarak MES secilmistir [110]. Iyonik siddetin artisinin engellenmesi icin ise
pH ayarlamalari Tris ile gergeklestirilmistir.

CE’de analiz edilebilmesi icin EMA negatif yiiklenmelidir [23, 111]. Kapli olmayan
silika kapilerde EOA katoda dogrudur. Ornekler pozitif kutuptan cihaza enjekte edilir
ve negatif kutba dogru EOA ile birlikte siiriiklenerek negatif kutba yerlestirilmis
dedektorde tespit edilirler. Elektroforez boyunca tiim tiirler yiiklerine bakilmaksizin
negatif kutba dogru EOA ile hareket ederler. Fakat calismamizda kullanilan kiiciik
organik asitler gibi baz tiirler yiiksek elektroforetik mobiliteye sahip olduklarindan
EOA ile detektdre dogru uzun siirelerde go¢ ederler. Bu da analiz siirelerinin
uzamasina sebep olur. Analiz hizin1 artirmak ve EMA gog siiresini azaltmak icin EOA
yoniin degistirilmesi gerekir. Kapilerin i¢ yiizeyinin pozitif yiikle kaplanmasi
saglanarak akis yonii negatif elektrottan pozitif elektroda dogru gevrilerek polarite
degistirilir ve Ornek enjeksiyonu negatif uctan gerceklestirilir. Artik analitin
elektroforetik mobilitesi ve EOA yonii aynidir. Boylece gog siireleri kisalir ve daha
kisa zamanda ayrim gerceklestirilmis olur [47]. Bu bilgiler géz 6niine alinarak ¢aligma
tamponuna akis diizenleyici olarak alkilamonyum tuzu (CTAB) eklenmistir [110-112].
EMA pikinin idrardaki matriks etkilerinden ayrilmasi, ayirma giiciiniin optimize

edilmesi adma pH 5,00 ve 9,00 arasindaki tampon c¢ozeltilerle 6n denemeler
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gerceklestirilmistir. pH 5,50 altinda EMA pikinin gog siiresi uzamis ve pik geniglemesi
gbzlenmistir. pH 7,5 {izerinde ise pik ylikseklikleri artmig fakat bu kez de matriks
pikleri ve EMA piki arasindaki ayirma giicli azalmistir. CTAB derisiminde 0,05
mmol/L altindaki degerlerde asit piki gézlemlenememistir. Konsantrasyondaki artis
ile yine ayirma giiciinde azalma goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuglardan yola ¢ikarak
pH, MES konsantrasyonu ve CTAB konsantrasyonunu optimize etmek i¢in Box-

Behnken tasarimi (BBD) uygulanmustir.

6.1.1 Box-Behnken tasarimui ile optimizasyon

Oncelikle idrar 6rnekleri EMA ile zenginlestirilerek (spike-in) analiz edilmistir. Fakat
analiz sonucunda idrar matriksinden gelen pikler ile EMA pikinin iist iiste bindigi
tespit edilmistir. CE ayirma giiciiniin tampon bilesiminden etkilendigi g6z Oniine
alimarak MES ve CTAB konsantrasyonu ile tampon pH’sinin optimizasyonu i¢in Box-
Behnken tasarimi1 (BBD) uygulanmistir. Bu tasarim igin segilen faktorlerin minimum,

maksimum ve orta degerleri Cizelge 6.1’de goriilmektedir.

Cizelge 6.1: Calismada kullanilan faktorler ve seviyeleri.

Faktorler Minimum Deger ~ Merkezi Deger = Maksimum Deger
(-1) (0) (+1)
MES (mmol/L) 20 50 80
pH 5,5 6,5 75
CTAB (mmol/L) 0,05 0,10 0,15

Bu ii¢ faktoriin optimum degerlerinin hesaplanmasi i¢in yanit olarak pik ayirma giicleri
ve pik yiikseklikleri secilmistir. Degerlerin belirlenmesinin ardindan tasarim matrisi
olusturulmus ve deneyler rastgele olacak sekilde ve 15 farkli kombinasyonda deney
gerceklestirilmistir. Deneysel tasarim matrisi Boliim 3’te yer alan Cizelge 3.4’e gore

hazirlanmustir.

Optimum ayirma kosullarinin belirlenmesi i¢in Minitab 16 programi kullanilmistir.
Tasarim sonugclar1 ve grafikler EK A’da verilmistir. Cizelge A.1’de ayirma giicii i¢in
Cizelge A.2’de ise pik yliksekligi i¢in varyans analizi sonuglar1 goriilmektedir. Sekil
A.1 ve Sekil A.2’de ylizey grafikleri verilmistir. Model terimlerinin anlamli olup

olmadig1 p seklinde ifade edilen olasilik degerlerinden anlagilmaktadir. p degerinin
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0,0500’ten kiigiik olmas1 faktorlerin etkili oldugunu gosterir. BBD sonuglarina gore
ayirma giicli ve pik yiikseklikleri i¢in etkili faktorlerin pH ve MES konsantrasyonu
oldugu goriilmektedir. BBD sonucunda optimum ayirma kosullar1 su sekilde
bulunmustur: 50 mmol/L MES, 0,13 mmol/L CTAB ve pH= 6,5. (Sekil A.3). Bu
kosullar altinda EMA piki oldukga kisa siirede (3-4 dk) ve diger piklerden ayrilmis bir
sekilde elektroferogramda goriilmiistiir (Sekil 6.1 ve Sekil 6.2).

[ 10 mv EMA
c *
> EMA
B *
4 L,/\_,__/*L_/L
1 2 3 4

Zaman (Dakika)

Sekil 6.1: Optimum ayirma kosullar: 50 mmol/L MES, 0,13 mmol/L CTAB ve
pH=6,5.A: Saglikli insan idrar1 B: 5 mg/L EMA eklenmis saglikl1 insan idrar1 C: 20
mg/L EMA eklenmis saglikli insan idrart.

[10 mV

EMA

1 2 3 4
Zaman (Dakika)

Sekil 6.2: Hasta idrarindaki EMA i¢in elektroferogram.
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6.1.2 Metot validasyonu

6.1.2.1 Kalibrasyon

Dogrusal caligma araligim1 belirlemek amaciyla, farkli konsantrasyonlarda EMA
standart ¢ozeltileri su ortaminda ve idrar ortaminda hazirlanarak elde edilmistir

(Cizelge 6.2).

6.1.2.2 Matriks etkisi

Matriks etkisi sulu c¢ozeltilerden elde edilen kalibrasyon egrisi ile idrar igeren
cozeltilerden elde edilen kalibrasyon egrisi egimlerinin oranlarindan hesaplanmistir.
Matriks etkisi %-9,1 olarak bulunmustur. + 10 araligina giren degerler ihmal edilebilir

oldugundan bu ¢alismada matriks etkisi bulunmamaktadir.

6.1.2.3 LOD ve LOQ degerleri

LOD degerleri sinyal ve giiriiltii oraninin 3 kati, LOQ degerleri de sinyal ve giiriiltii

oraninin 10 kati olacak sekilde hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 6.2°de goriilmektedir.

Cizelge 6.2: Regresyon parametreleri, LOD ve LOQ degerleri.

idrarda EMA Suda EMA

Lineer Regresyon Denklemi  y =1,29x10° x —7,95x107 y =1,42x10° x — 8,75x10”’

Regresyon katsayis1 (R?) 0,9998 0,9998

Kalibrasyon aralig1 (mg /L) 1-100 1-100
Nokta sayisi 8 8

LOD (mg/L) 0,139 0,128

LOQ (mg/L) 0,466 0,427
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6.1.2.4 Kesinlik ve geri kazamim

Metodun kesinlik ve dogrulugu hasta idrar Ornegine ¢ farkli EMA
konsantrasyonunun eklenmesi ile belirlenmistir. Giin i¢i, giinler arasi tekrarlanirlik

ve geri kazanim sonuglar1 Cizelge 6.3’te verilmistir

Cizelge 6.3: Idrarda EMA i¢in geri kazanim ve kesinlik.

Ek_lenen Giin ici Giinler arasi
miktar Gerikazanim RSD% RSD %
(mg /L) (%6)£SS (n=5) (n=15)
%Giin i¢i A/td t Alt t
1 953+1,8 402 0,156 5,98 0,285
2,5 97,0+ 1,6 3,78 0,137 5,76 0,212
5 98,2+2,0 3,95 0,123 5,49 0,252

4Alan/g6¢ zamani
6.1.3 Yontemin hasta idrarinda EMA tayinine uygulanmasi

Ug farkli saghkli goniilliden alman idrar &rnekleri incelendiginde matriks
profillerinde bir farklihk olmadigi gozlemlenmistir. Kor idrar Orneklerinin
elektroferogramlart ile 5 ve 20 mg/L EMA ile zenginlestirilmis idrar ornekleri
kiyaslandiginda EMA’nin kendine 6zgili ve idrardaki diger piklerle cakigsmayan bir
pike sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu durum EMA’nin saglikli birey idrarlarinda
oldukea diisiik seviyelerde bulunmas: ile tutarli olmaktadir. Ornegin Naccarato ve
arkadaglar1 saglikli bireylerdeki EMA seviyelerini 0,31-4,4 mg/L olarak rapor etmistir
[113]. Bu degerler calismamizda kullandigimiz hasta bireylerin idrar 6rneklerindeki
EMA degerlerinden 56-790 kat daha diisiik olmasi ile saglikli birey idrarindaki EMA
seviyelerinin ihmal edilebilecegini gostermektedir. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’nden

alinan hasta idrarinda EMA 24543 mg/L olarak tespit edilmistir.
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6.2 Idrarda Malonik, Metilmalonik ve Etilmalonik Asit Eszamanh Tayini Icin

Yontem Gelistirilmesi

MA ve MMA, EMAya benzer sekilde molekiil agirlig1 diisiik olan organik asitlerdir.
MA igin pKa1 ve pKa2 degerleri sirasi ile 2,83 ve 5,69 iken MMA’ya ait degerler
sirastyla 3,07 ve 5,79’dur. Bu asitler CE’de eksi yiiklenerek analiz edilir. Ug farkli
malonik asitlerin eszamanli tayini birlesik malonik ve metilmalonik asidiiri tanist i¢in
de yontemi kullanighi hale getirmektedir [78]. Tampon bilesimi olarak EMA tayininde
kullanilan tampon bilesimi se¢ilmistir. Bu c¢alismada bu ii¢ asidin ayrilmasi i¢in ilk
deneysel ¢aligmalar 50 um i¢ ¢apa sahip silika kapiler kolon ile gergeklestirilmistir.
Asitlerin konsantrasyonlar1 arttikca birbirleri arasinda ve idrardaki diger pikler ile
arasinda ayirma giicii azalmaktadir. Bu nedenle 25 pum i¢ ¢apa sahip silika kapiler
kolon ile de denemeler gergeklestirilmistir. Sekil 6.3 iki kapiler arasindaki ayirma giicii
farklarin1 gostermektedir. 25 um i¢ ¢apa sahip silika kapiler kolonda ayirma giiciiniin
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara dayanarak bundan sonraki

calismalara 25um i¢ ¢apa sahip silika kapiler kolon ile devam edilmistir.

—=—25
—e—50

Ayirma Giici
L

T T T T
Rsl1 Rs2 Rs3 Rs4

Sekil 6.3: Farkli i¢ capa sahip silika kapiler kolonlarin ayirma giicii tizerindeki etkisi.
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Sekil 6.4: Farkli kapiler kolonlarda 10 mg/L konsantrasyondaki asitlerin
elektroferogramlari.
1: MA 2:2MMA 3:EMA A: 25 um B: 50 um.
25um i¢ ¢apl silika kapiler kolon ile enjeksiyon hacmi kiiciilmekte ve bu nedenle de
dedektor hassasiyeti diismektedir. Bu durumun giderilmesi icin de metot
optimizasyonunda ayirma giiclinde bir azalma olmadan o6rnek sikistirma yontemi
kullanilarak dedektor hassasiyeti arttirilmaya calisilmistir. Ornek sikistirma yontemi
icin elektrokinetik ve hidrodinamik enjeksiyonun pik yiiksekligini nasil etkiledigini
belirlemek i¢in denemeler yapilmistir. Elektrokinetik enjeksiyonda pik boylar1 ¢ok
kisalmis ve diisiik konsantrasyonlarda ise pikler goriilememistir. Bu nedenle ¢alismaya

hidrodinamik enjeksiyon ile devam edilmistir.

6.2.1 Box-Behnken tasarimi ile optimizasyon

EMA c¢aligmasinda MES konsantrasyonu ve tampon pH ayirma giicii lizerinde etkili
faktorler olarak belirlenmisti. Bu tasarimda tampon konsantrasyonu ve pH nin yaninda
dedeksiyon hassasiyetini etkileyen faktor olarak injeksiyon siiresi tasarima
eklenmistir. Segilen ti¢ faktoriin optimum degerlerinin tespit edilmesi i¢in yanit olarak
secilen ortalama pik yiikseklikleri ve ayirma giigleri iizerine etkileri Box-Behnken
tasarimi ile incelenmistir. Cizelge 6.4’te {i¢ asidin eszamanli tayini i¢in segilen faktor
ve bu faktorlerin degerleri goriilmektedir. BBD ile 15 deney gerceklestirilmistir.
Deneysel tasarim matrisi Bolim 3’te verilen Cizelge 3.4’¢ uygun olacak sekilde

hazirlanmstir.
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Cizelge 6.4: Calismada kullanilan faktorler ve seviyeleri.

Faktorler Minimum Deger Orta Deger Maksimum Deger
(1) ) (+1)
MES (mmol/L) 20 50 80
pH 55 6,5 7,5
tinj (Saniye) 10 35 60

Yanitlar ve faktor etkileri arasindaki iligkileri tayin etmek ve yorumlamak igin ikinci
derece polinomiyel model (yanit yiizey yontemi) kullanilmistir. Deneysel sonuglar
Minitab programi kullanilarak 6nerilen regresyon modeline uygunlugu test edilmistir.
Box-Behnken tasarim analizi sonucunda elde edilen varyans analizi (ANOVA)
sonuclart EK B’de (Cizelge B.1, B.2 ve B.3) goriilmektedir. ANOVA sonuglarina gore
ti¢ faktortin p degerleri 0,0500 ten kiigiiktiir bu nedenle faktorler ayirma giicii iizerinde
etkilidir. tin? (0,0003; 0,0002) ve pH? (0,0362; 0,0110) etkilesimleri de etkili
katsayilardir. Bunlar da injeksiyon siiresinin ve pH’1n ayirma giicii izerinde kuadratik
etkisinin oldugunu gostermektedir. Ayirma giicliinii en fazla etkileyen faktor
injeksiyon siiresidir. Pik yiiksekligi i¢in ise pH ve injeksiyon siiresinin p degerleri
0,0500 ten kiigiiktiir ve yine tinj> (0,0001) ve pH? (0,0421) etkilesimleri pik yiiksekligi
icin anlamli katsayilardir, injeksiyon siiresi pik yiiksekligini en cok etkileyen

parametredir.

Model uyumu, modelin p degerinden, R? degerinden ve uyum eksikligiden
belirlenebilir. Modellerin p degerlerinden (p<0,05) modellerin 6nerilen kuadratik
modele uyumlu oldugu anlasiimaktadir. R? (coklu belirleme katsayis1) degerleri R1, Rz
ve h i¢in sirastyla 0,9840;0,9889 ve 0,9874 tiir. Bu degerler pik yiiksekligi ve ayirma
giiciindaki degisimin ne kadarmin faktorlerle acgiklanabilecegini gdstermektedir.
Uyum eksikligi 0,0500’ten biiyiikk olmasi uyum eksikliginin anlamli olmadigim
belirtir. Anlamli olmayan uyum eksikligi iyidir ve modelin verilere uyumlu oldugunun
bir gostergesidir. Elde edilen bu sonuglara gére matematiksel modellerin uygun oldugu

sOylenebilmektedir.

EK B Sekil B.1, B.2 ve B.3’te verilen {i¢ boyutlu yiizey grafiklerinde ise faktorlerin
hem biribirleri hem de yanit lizerindeki etkileri goriilmektedir. BBD’den elde edilen
sonuclara gore optimum kosullar 45 mM MES, pH=6,5 ve tinj=0,5 dk olarak
belirlenmistir (Sekil B.4). Sekil 6.5’te optimum tampon kosullarinda saglikli insan

48



idrar1 ve saglikli insan idrarina standart asit eklenmesiyle elde edilen

elektroferogramlar goriilmektedir.

Sekil 6.6 ve Sekil 6.7°de ise hasta idrarlarina ait elektroferogramlar goriilmektedir

—A
—B
0,350 -
> 0,345 1 1 2 3
A —
0,340 - 1
0,335 . ;
1 2 3

Zaman(Dakika)

Sekil 6.5: A: Saglikli insan idrar1 B: 10 mg/L MA (1) ,MMA (2) ve EMA(3)
eklenmis saglikli insan idrar1. Optimum ayirma kosullari: 45 mmol/L MES, ti=0,5

dk ve pH=6,5.
0,360 2 —A
0,355
3
S ]

SN e s
0,350

e —— J .
0,345

1 ' 2 ' 3
Zaman (Dakika)

Sekil 6.6: A: Metilmalonik asidiiri hasta idrar1 B: 10 mg/L MMA (2) standard1
eklenmis metilmalonik asidiiri hasta idrari. Optimum ayirma kosullari: 45 mmol/L
MES, tinj=0,5 dk ve pH=6,5.



0,352

—A
—B

0,350

0,348
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0,344
1 2 3

Zaman (Dakika)

Sekil 6.7: A: Etilmalonik asidiiri hasta idrar1 B: 10 mg/L EMA (3) standard1
eklenmis metilmalonik asidiiri hasta idrari. Optimum ayirma kosullart: 45 mmol/L
MES, tinj=0,5 dk ve pH=6,5.

6.2.2 Metot validasyonu

6.2.2.1 Kalibrasyon

Dogrusal ¢alisma araligini belirlemek amaciyla, farkli konsantrasyonlarda MA, MMA
ve EMA standart ¢ozeltileri su ortaminda ve idrar ortaminda hazirlanarak elde

edilmistir (Cizelge 6.5).

Cizelge 6.5: Su ve idrar ortamindaki dogrusal ¢alisma alani.

Bilesik  Lineer Regresyon Denklemi R? Dogrusal arahk
MA y = 0,0037x - 0,0049 0,9992 0,75-100 mg/L
y = 0,0036x - 0,0049* 0,9993 0,75-100 mg/L
MMA y = 0,0035x - 0,0023 0,9990 0,8-200 mg/L
y =0,0032x - 0,0014* 0,9996 0,8-200 mg/L
EMA y = 0,0029x - 0,0060 0,9995 1,5-100 mg/L
y =0,0027x - 0,0068* 0,9990 1,5-100 mg/L

*idrar ortami
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6.2.2.2 Matriks etkisi

Matriks etkisi sulu c¢ozeltilerden elde edilen kalibrasyon egrisi ile idrar igeren
coOzeltilerden elde edilen kalibrasyon egrisi e§imlerinin oranlarindan hesaplanmustir.
Matriks etkisi MA, MMA ve EMA igin sirasiyla %2,7, %8,57, %6,89 olarak
bulunmustur. Elde edilen degerler = 10 araligina girdiginden matriks etkisi ihmal

edilebilir.

6.2.2.3 LOD ve LOQ degerleri

LOD degerleri sinyal ve giiriiltii oraninin 3 kati, LOQ degerleri de sinyal ve giiriiltii

oraninin 10 kat1 olacak sekilde hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 6.6 te goriilmektedir.

Cizelge 6.6: LOD ve LOQ degerleri.

LOD LOQ
(mg/L)  (mg/L)

MA 0,222 0,741
MMA 0,228 0,761

EMA 0,431 1,436

6.2.2.4 Kesinlik ve geri kazanim

Metodun Kkesinlik ve geri kazanimi hasta idrar Ornegine ¢ farkli standart
konsantrasyonunun eklenmesi ile belirlenmistir. Giin ici, giinler aras1 diizeltilmis alan
(A/t) ve zaman tekrarlanirliklart Cizelge 6.7°de ve geri kazanim sonuglar1 Cizelge

6.8’de verilmistir.

Cizelge 6.7: Metodun kesinlik degerleri.

Ornek Giin ici Giinler arasi
(%RSD) n=7 (%RSD) n=7x3
Alt t Alt t
MA 3,37 0,102 4,85 0,547

MMA 3,19 0,153 4,31 0,642

EMA 3,95 0,094 4,74 0,689

A: alan t:go¢ zamani
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Cizelge 6.8: Geri kazanim degerleri (n=3).

Analit Eklenen konsantrasyon Geri kazamim

(mg/L) (%)£SS
MA 20 93,7+25
40 98,3+27
80 97,8+2,3
MMA 25 979+25
50 101+ 3
100 106 + 2
EMA 2 96,9+27
4 98,4+28
8 102 +3

SS: standart sapma

6.2.3 Yontemin Hasta Idrarlarinda MMA ve EMA Tayinine Uygulanmasi

Uc farkli saghkli goniilliiden alinan idrar Ornekleri incelendiginde matriks
profillerinde bir farklihk olmadig1 gozlemlenmistir. Kor idrar Orneklerinin
elektroferogramlar1 ile 5 ve 20 mg/L EMA ile zenginlestirilmis idrar Ornekleri
kiyaslandiginda MMA ve EMA’nin kendine ozgii ve idrardaki diger piklerle
cakismayan bir pike sahip oldugu goézlemlenmistir. Bu durum MMA ve EMA’nin
saglikli birey idrarlarinda oldukca diisiik seviyelerde bulunmasi ile tutarli olmaktadir.
Ornegin saglikli bireylerdeki MMA seviyeleri yetiskinlerde <4 mg/L, yeni doganlarda
ise <56 mg/L, EMA ise saglikli bireylerde <3,5 mg/L ve yeni doganlarda ise <14
mg/L olarak rapor edilmistir [114]. Bu degerler metodun dedeksiyon limitinin altinda
olmasi nedeni ile saglikli birey idrarlarinda bu metabolitler tespit edilememistir.
latanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’nden alinan hasta idrarlarinda MMA
hastasindaki MMA degeri 4158 £15 mg/L, EMA ise 339+5 mg/L, EMA hastasinda
25144 mg/L olarak tespit edilmistir.
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6.3 Idrarda Sialik ve Mevalonik Asit Eszamanh Tayini Icin Yontem Gelistirilmesi

6.3.1 Deneysel tasarim

Bu ¢alismada tarama tasarimi olarak kismi faktoriyel ve optimizasyon i¢in ise BBD
kullanilmistir. Calismadaki amag idrarda sialik asit (SA) ve mevalonik asit (MVA)
analizi i¢in optimum ayirma kosullarin1 belirlemektir. Serbest sialik asit (pKa=2,60)
sulu ortamda negatif yiik kazanan bir organik asittir. Mevalonik asitin pKa degeri 4,48
dir. MVA’nin da tayin edilmesi i¢in negatif yiike sahip olmalar1 gerekir. Onceki
calismalarda da belirtildigi gibi uzun analiz siirelerinden ka¢inmak i¢in kapiler kolon
duvari katyonik bir yiizey aktif ile kaplanmisgtir. Uygun ayirma tamponunu belirlemek
icin ilk dnce ¢esitli 6n denemeler yapilmistir. Bu 6n denmelerde ¢esitli pH’larda (pH=
3,30 ile 12,80 arasinda) tampon bilesenleri denenmistir. Tampon olarak MES, 3-
[sikloheksilamino]-1-propansiilfonik asit (CAPS), 3-(sikloheksilamino)-2-hidroksi-1-
propansiilfonik asit (CAPSO), N-(2-hidroksietil)piperazin-N'-(2-etansiilfonik asit)
(HEPES),  3-(N-morfolino)propansiilfonik  asit) (MOPS), = Na:HPO4+NaOH,
CH3COOH ve MA kullanilmis, kapiler kolon duvarinin kaplanmast i¢in ise yiizey aktif
madde olarak CTAB ve hekzadesitrimetilamonyum bromiir (HTAB) ile denemeler
gerceklestirilmistir. Diisiik(<5) ve yliksek (<7) pH degerlerinde metabolitler icin
istenen pikler elde edilememistir. Bu nedenle pKa degerleri 5 ve 6 araligina diisen
tampon ¢ozeltiler MES, MOPS, HEPES ve MA ile her iki metabolit i¢in uygun pikler
elde edilmistir. Bu tampon ¢ozeltiler karsilastirildiginda pik yiikseklikleri ve giiriiltii
etkisi gdze alindiginda en iyi sonucun MA ile alindigi belirlenmistir. HTAB ile yapilan
denemelerde ise pikler belirlenemediginden CTAB ile deneylere devam edilmesine
karar verilmistir. Bu ilk ¢alismalar sonucunda SA ve MV A idrar 6rneklerine eklenerek
idrar bilesenlerinin pikleri ile bir cakisma olup olamadig1 kontrol edilmistir. Onceki
calismalarimizdan belirledigimiz sartlara benzer sekilde 15 mM MA; 0,1 mM CTAB
pH 6,5 olan bir tampon ¢dzelti ile denemeler yapilmistir. Bu ayirma tamponu ile SA
ve MVA piklerinin idrardaki bilesenler ile Ortlismedigi goriilmiistiir. Bu tampon
bilesiminde SA ve MV A i¢in dedeksiyon limitleri sirasiyla 0,696 mg/L ve 1,070 mg/L
olarak belirlenmistir. Saglikli ¢ocuklarin idarlar yaklasik olarak 20 mg/L den diisiik
miktarlarda SA icermektedir. Hasta idrarlarinin SA igerigi ise normal degerin 2 ile
1500 kat arasindadir. Minimum miktarin (= 40 mg/L) bizim belirledigimiz dedeksiyon

limitleri altinda kalmasi nedeniyle duyarlili@i artirmak i¢in bir 6rnek sikistirma
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yontemi kullanilmigtir. Ornek sikistirma yéntemi biiyiik hacimde 6rnek enjeksiyonu
ile gerceklestirilmistir. Ornek sikistirma ydnteminin optimizasyonunda deneysel

tasarim ile kullanilmistur.

6.3.1.1 Tarama tasarim ile 6rnek sikistirma yontemi icin etkili faktorlerin

bulunmasi

Ornek sikistirma yontemi icin etkili faktorlerin belirlenmesi adina bir tarama tasarimi
kullanilmistir. Onceki ¢alismalarimizda test edilmis veriler (Calisma voltaji 28 kV,
caligma sicakligi 25°C) segilmistir. Bu tarama tasariminda tampon pH'l, tampon
konsantrasyonu, CTAB konsantrasyonu, enjeksiyon siiresi ve enjeksiyon basincindan
olusan bes parametrenin pik yiiksekligi ve ayirma giicii tlizerindeki etkileri
incelenmistir. Segilen faktorler ve bu faktorlere ait degerler Cizelge 6.9°da goriildiigii

gibidir.

Cizelge 6.9: Calismada kullanilan faktorler ve seviyeleri.

Degisken Minimum Deger (-1) Maksimum Deger (+1)
MA (mmol/L) 5 25
CTAB (mmol/L) 0,1 0,5
pH 5,5 7,5
tinj (SN) 6 40
Pinj (mbar) 50 150

Tarama tasarimi olarak kullanilan kismi faktoriyel tasarim ile bir tasarim matrisi
hazirlanmistir. Faktorler ile etkilesimlerinin incelenmesi adina iki seviyeli kismi
faktoriyel tasarim (2°?=16 deney) kullanilmistir. Deneyler rastgele bir sira ile
gerceklestirilmistir. Deneysel tasarim analizleri Microsoft Excel 2016 ve Minitab 16
programlar1 kullanilarak analiz edilmistir. Segilen degerler ile tasarlanan deney EK C

Cizelge C.1°de verilmistir.

Bu faktorlerden bazilar1 ayirma giiciinii etkilerken, digerleri ornek sikistirma etkisi
tizerinde etkiye sahip olabileceginden, yanit degiskenleri ayirma giicii ve ortalama pik

yiiksekligi olarak belirlenmistir. Minitab istatistik yaziliminin veri analizinden elde
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edilen bilgilerden yararlanilarak, her bir degiskenin Onemi, hesaplanan yanit
degiskenine gore kararlastirilmistir. Cizelge 6.10°da de pik yliksekligi (R1) ve ayirma

giicii (R2) icin tarama tasarimindan elde edilen etkili p degerleri goriilmektedir.

Cizelge 6.10: Kismi faktoriyel analiz sonuglari.

Faktor p degeri
R1 R2
MA 0,006 0,024
Pinj 0,029 0,007
tinj 0,007 0,007
MA* Piy 0,036
MAX* tiy 0,040

Etkili faktorlerin belirlenmesi i¢in p-degerinin anlamlilik diizeyinin 0,05 ten kiiciik
olmasi gerekmektedir. Bu ¢alismalarin sonunda bes faktor tice indirilerek p degerleri
strastyla 0,05°ten kiigiik oldugundan tampon konsantrasyonu, enjeksiyon basinci ve
enjeksiyon siiresi etkili faktorler olarak belirlenmistir. Pik yiiksekligine MA’nin
negatif, Pinj Ve tinj’nun ise pozitif etkisi bulunmaktadir. Ayirma giiciine ise MA pozitif,
Pinj Ve tinj iSe negatif bir etkiye sahiptir.

6.3.1.2 Box-Behnken tasarimu ile optimizasyon

BBD ile ornek sikistirma yonteminin optimizasyonu gergeklestirilmistir. Tarama
tasarimi ile belirlenen ii¢ parametre; tampon konsantrasyonu, enjeksiyon siiresi ve
enjeksiyon basincidir. Bu ii¢ parametrenin, oncelikle pik yiiksekligine (Ry) olan
etkileri yanit yilizey metodu ile arastirilmistir. CTAB konsantrasyonu, ¢alisma voltaji,
sicaklik ve tampon pH’1 sirastyla 0,1 mM, 28 kV, 25 ° C ve 6,5 olarak ayarlanmistir.
BBD i¢in faktor ve degerleri Cizelge 6.11°de verilmistir. Bu faktorler kullanilarak

BBD i¢in tasarim matrisi Boliim 3 Cizelge 3.4’e gore olusturulmustur.

Cizelge 6.11: Calismada kullanilan faktorler ve seviyeleri.

Faktorler Minimum Deger  Orta Deger Maksimum Deger
(-1) (0) (+1)
MA (mmol/L) 5 15 25
tinj (SN) 6 23 40
Pinj (mbar) 50 100 150
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Deneysel veriler ¢coklu regresyon analizi uygulanarak analiz edilmistir. Yanitlar ve
faktorler arasindaki iliskileri belirlemek i¢in yanit yiizey metodu kullanilmigstir. Daha
fazla duyarlilik saglayan kosullar, ikinci dereceden modelle acgiklanmaktadir.
0,0500'den kiiciik p degerleri, model terimlerinin anlamli oldugunu gosterir. Bu
durumda MA, Pinj, tinj, MA*Pinj, MA*tinj, MA2, Pinj?, tinj? Onemli model terimleridir
(Cizelge C.2). Uyum eksikligi i¢in p degerinin 0,0500°den biiylik olmasi saf hataya
gore onemli olmadigimi gosterir. Anlamli olmayan uyum eksikligi iyidir ve modelin

basarisin1 gosterir.

EK C Sekil C.1, her faktor ¢ifti i¢in model tarafindan tahmin edilen yanit yilizeylerini
gostermektedir. Sekil C.2 ise her bir faktor icin optimum degerleri gdstermektedir. Bu
yiizeylerde yanit fonksiyonunun maksimum degeri asagidaki faktor degerlerinde
bulunur: 10 mM MA, 114 mbar enjeksiyon basinci ve 33 s enjeksiyon siiresi. Bu
optimum ornek sikistirma kosullarinda dedeksiyon limitleri normal injeksiyon

sartlarindaki dedeksiyon limitlerine gore yaklasik 5 kat gelistirilmistir.

EK C Sekil C.3’te optimum kosullarin pik yiiksekligi (R1) ve ayirma giiciine (R2) etkisi
gorilmektedir. Elde edilen optimum kosullar ayrima giiciinde bir azalma
yaratmamustir. Sekil 6.8’de optimum tampon kosullarinda saglikli insan idrar1 ve
saglikli insan idrarina standart asit eklenmesiyle elde edilen elektroferogramlar Sekil

6.9°da ise farkli bir saglikli insanin idrar1 gortilmektedir.

0,72 1

L W
>
0,70 2

1

A J\/WV\\/N_/V\/‘W
2 | 4
Zaman (Dakika)

0,68

Sekil 6.8: A: Saglikl insan idrar1 B: 5 mg/L standart asit eklenmis saglikli insan
idrart1 1: Mevalonik Asit 2: Sialik asit. Optimum ayirma kosullari: 10 mmol/L MA,
0,1 mmol/L CTAB ve pH=6,5.

56



0,698

0,696

0,694

0,692 2

2 4
Zaman (Dakika)

Sekil 6.9: Saglikli insan idrarina ait elektroferogram. Optimum ayirma kosullari: 10
mmol/L MA, 0,1 mmol/L CTAB ve pH=6,5.

Sekil 6.10°da ise hasta idrarlarina ait elektroferogramlar goriilmektedir.

0,396 -
Hasta-1 0,400 1 Hasta-2
> 0,394 A >
0,395 -
0,392 |
2
T T 2 0,390 T T
2 4 2 4
Zaman (Dakika) Zaman (Dakika)

Sekil 6.10: Iki farkl1 hasta idrarinda SA igin elektroferogramlar.

6.3.2 Metot validasyonu

6.3.2.1 Kalibrasyon

Yontem icin dogrusal kalibrasyon araliklari ve R? degerleri Cizelge 6.12'de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 6.12: Su ve idrar ortamindaki dogrusal ¢calisma alani.

Bilesik Kalibrasyon egrisi R? Dogrusal
aralik(mg/L)
MVA y=0,0350 x + 0,0085 0,9991
- 0,5-100
y=0,0351 x + 0,1191* 0,9993
SA y=0,0312 x + 0,0409 0,9990
y=0,0293 x + 0,0506* 0,9989 0.8-100

*idrar ortami
6.3.2.2 Matriks etkisi

Matriks etkisi sulu c¢ozeltilerden elde edilen kalibrasyon egrisi ile idrar igeren
cozeltilerden elde edilen kalibrasyon egrisi egimlerinin oranlarindan hesaplanmistir.
Matriks etkisi MVA ve SA i¢in sirasiyla %-0,29, %6,09 olarak bulunmustur. + 10

araligina giren degerler ihmal edilebilir.

6.3.2.3 LOD ve LOQ degerleri

LOD degerleri sinyal ve giiriiltii oraninin 3 kati, LOQ degerleri de sinyal ve giiriiltii
oraninin 10 kat1 olacak sekilde hesaplamistir. LOD ve LOQ degerleri Cizelge 6.13°te

goriilmektedir.

Cizelge 6.13: LOD ve LOQ degerleri.

LOD LOQ
(mg/L) (mg/L)

MVA 0,145 0,483

SA 0,223 0,743

6.3.2.4 Kesinlik ve geri kazanim

Metodun kesinlik degerleri Cizelge 6.14°te verilmistir. Dogruluk ise geri kazanim

deneyleri ile degerlendirilmistir. Geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar
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Cizelge 6.15’te Ozetlenmistir. Elde edilen bu sonuglara gore metot iyi bir

tekrarlanabilirlige ve geri kazanima sahiptir.

Cizelge 6.14: Metodun kesinlik degerleri.

Tekrarlanirlik giin i¢i Tekrarlanirlik giinler arasi
(% RSD) n=7 (% RSD)n=7x3
A t A t
MVA 3,164 0,132 5,132 0,252
SA 4,378 0,139 6,275 0,268

A: alan t:gd¢ zamani

Cizelge 6.15: Geri kazanim degerleri (n=3).

Analit Eklenen Geri kazamim

konsantrasyon (mg/L) (%) +ss
MVA 10,00 99,64 +£1,84

20,00 101+1
40,00 102+1

SA 9,00 98,72+ 1,34

18,00 99,25 + 1,56
32,00 103+1

ss: standart sapma

6.3.3 Yontemin hasta idrarlarinda SA tayinine uygulanmasi

Gelistirilen ve optimize edilen metot {i¢ saglikli insan ve iki hastanin idrar 6rneklerine
uygulanmustir. Her bir 6rnek cihaza verilmeden once filtre edilmistir. Ornekler
optimize sartlar altinda 3 kere analiz edilmistir. Hi¢bir idrar 6rneginde MVA tespit
edilememistir. SA ise iki saglikli insanda ve iki hasta idrarinda tayin edilmistir.
Saglikli kisilerde sialik asit 10,3+0,8 ve 61,8+0,7 mg/L hastalarda ise Hasta 1’de1861+
22 mg/L, Hasta 2’de ise 472 +6 mg/L olarak bulunmustur.
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6.4 Tartisma ve Yorum

Bu tez ¢alismasinda, organik asit metabolitlerinin (MA, MMA, EMA, MVA ve SA)
kompleks idrar numunelerinden ayrimi ve tayini i¢in basit, hizli, hassas ve pratik {i¢
CE- C*D yéntemi gelisilmistir: (1) EMA’ni tayini; (2) MA, MMA ve EMA’nim ayn1
anda tayini, (3) MVA ve SA’nin tayini.

Idrar numunelerindeki MA, MMA, EMA, SA ve MV A analizleri genellikle pahali MS
cihazi iceren GC [109,115,116] ve LC [27,39,40,117] ile gerceklestirilir. Bu yontemler
ile elde edilen LOD degerleri 0,0044 ile 0,016 mg/L arasinda rapor edilmistir
[113,115-117,27,39,40]. Bu degerler bu doktora calisgmasinda elde edilen LOD
degerlerinden daha diisiiktiir. Ancak bu yontemler biyolojik maddeler igin zahmetli bir
tirevlendirme ve ¢oktiirme gibi karmasik, zaman alici numune hazirlama adimlar
icermektedir. Bu sorun CE yontemi ile ¢cok daha basit bir sekilde ¢oziiliir. Numune
hazirlanmasi i¢in sadece slizme ve seyreltme islemi yeterlidir, tiirevlendirme
basamagma da gerek yoktur. Organik asitler dogrudan dogal formlarinda

belirlenebilirler.

C*D o&zellikle izl gog eden ve kromofor grubu olamayan analitler igin hassas bir
dedeksiyon yontemidir. CE de kullamlan UV ve amperometrik dedeksiyonla
karsilastirdiginda C*D ¢ok daha basit ve saglam bir cihaz olma avantajia sahiptir. UV
dedeksiyon daha karmasik ve pahali iken, diger bir elektrokimyasal dedeksiyon teknigi
olan amperometride kapiler ve elektrotun hassas olarak hizalanmasi zordur ayrica
elektrot kirlenmesi kararlilig1 etkilemektedir. Bu nedenle amperometrik dedektor rutin

kullanimda sorunlar yaratir.

Idrarda EMA tayini icin ilk kez bu doktora calismasinda bir CE-C*D yontemi
gelistirilmis ve literatlire kazandirilmistir [118]. Literatiirde MA, MMA ve EMA’ nin
ayni anda tayini i¢in LC-MS y6ntemi ile bir ¢alisma rapor edilmistir [27]. Bu doktora
calismasi ile MA, MMA ve EMA’nin ayni anda idrardaki tayinleri i¢in CE-C*D

yontemi gelistirilmistir.

Bu tez ¢alismasinin son kisminda ise idrarda MV A ve SA birlikte tayini i¢in ilk kez
bir CE-C*D yontemi gelistirilmistir. Literatirde MVA tayini igin kullanilan CE-C*D
yontemi bulunmamaktadir. SA’nin idrardaki tayini i¢in ise CE ile bilestirilmis UV [29-
31], MS [33,34] ve amperometrik [35] dedeksiyon tekniklerini kullanan
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elektroforetik yontemler rapor edilmistir. Bu yontemlerin LOD degerleri 0,309 ile
25,05 mg/L arasinda tespit edilmistir. En diisiik LOD degeri CE-MS yontemi ile tespit
edilmistir. Bu doktora calismasinda SA icin tespit edilen LOD degeri CE-MS

yonteminden daha diisiik olarak belirlenmistir [33].

Gelistirilen yontemler, organik asitler i¢in hasta idrarinin hizli (3-5 dakika) bir sekilde
taranmasina olanak saglar. Ayrica, yontemlerin yiiksek ayirma gilicli sayesinde,
idrardaki MA, MMA, EMA, MVA ve SA seviyeleri basit bir sekilde
belirlenebilmektedir. Gelistirilen yontemlerin lineer araligi yiliksek regresyonla
belirlenmistir. Yontemler idrar numunelerinde MA, MMA, EMA, MVA ve SA’nin
analiz edilmesini saglayan iyi bir tekrarlanabilirlik ve secicilik gdstermistir. Geri
kazanim degerleri kabul edilen smirlar iginde bulunmustur. Elde edilen deneysel
sonuglar ile CE-C*D yonteminin idrar &rneklerinde MA, MMA, EMA, MVA ve

SA’nin tayini i¢in alternatif yontem olarak uygunlugu gosterilmistir.

Gelistirilen yontemlerin en 6nemli avantaji numune hazirlanmasi icin sadece, slizme
ve seyreltme isleminin yeterli olmasidir. Ayrica yontemler organik c¢oziiciiler
icermedigi icin cevre dostudur. CE-C*D yonteminin diger bir avantaji
spektrofotometrik dedeksiyonla karsilastirildiginda daha yiiksek duyarliligi sahip

olmasidir.

CE-C’D ile organik asit tayini, klinik uygulamalar igin dnemli bir potansiyele sahiptir,
bu teknik, hem dogumsal metabolik bozukluklarin hizli taranmas1 hem de hastalarin
yasamsal belirtilerin izlenmesi ve saghk durumunun degerlendirilmesi i¢in
kullanilabilir. Bu nedenle gelistiren yontemler, klinik uygulamalarda genis uygulama

alani bulabilir.
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EK A: Idrarda Etilmalonik Asit Tayini i¢in Sonug Cizelge ve Grafikleri

Cizelge A.1: Ayirma giicii i¢in varyans analizi sonuglart.

Kareler Toplanm sd Kareler F-degeri p-degeri
Ortalamasi
Model 6,20 9 6,20 10,88 0,0086
pH 0,6725 1 0,6725 10,62 0,0225
MES 2,30 1 2,30 36,35 0,0018
CTAB 0,0012 1 0,0012 0,0188 0,8963
pH*MES 0,0442 1 0,0442 0,6981 0,4415
pH*CTAB 0,3863 1 0,3863 6,10 0,0565
MES*CTAB 0,0446 1 0,0446 0,7051 0,04394
pH? 0,1954 1 0,1954 3,09 0,1393
MES? 2,64 1 2,64 41,73 0,0013
CTAB? 0,0045 1 0,0045 0,0717 0,7996
Arta kalan 0,3166 5 0,0633
Uyum 0,2898 3 0,0966 7,20 0,1243
Eksikligi
Hata 0,0268 2 0,0134
Diizeltilmis 6,52 14
Toplam
R?=0,9514 R?(adj)=0,8640
Cizelge A.2: Pik yiiksekligi i¢in varyans analizi sonuglari.
Kareler Toplanm sd Kareler F-degeri p-degeri
Ortalamasi
Model 0,0000 9 2,127.10° 9,12 0,0127
pH 3,762.10°° 1 0,6725 10,62 0,0225
MES 0,0000 1 2,30 36,35 0,0018
CTAB 2,435.107 1 2,435.107 1,04 0,3537
pH*MES 1,187.10° 1 1,187.10° 0,0051 0,9459
pH*CTAB 3,440.10°8 1 3,440.10°8 0,1475 0,7167
MES*CTAB 7,263.10°10 1 7,263.101° 0,0031 0,9577
pH? 3,931.107 1 3,931.107 1,69 0,2508
MES? 4,344.10°° 1 4,344.10°° 18,63 0,0076
CTAB? 1,673.107 1 1,673.107 0,7172 0,4357
Arta kalan 1,166.10° 5 2,332.107
Uyum Eksikligi 1,085.10 3 3,615.107 8,86 0,1031
Hata 8,160.10® 2 4,080.10®
Diizeltilmis 0,0000 14
Toplam
R2=0,9426 R?(adj)=0,8392
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uoisnjozay

Sekil A.1: Ayirma giicii i¢in ylizey grafikleri.

Sekil A.2: Pik yiiksekligi icin ylizey grafikleri.
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pH MES CTAB
"o bigh 7,50 80,0 0,150
e [6,50] [50,0] [0,1301]
v Low 3,30 20,0 0,050
/—_\_""‘—h_\_\.
Composite
Desirability
1,0000
T ettt X_ _—— [;—\'_\K-_T_—_ﬂ_-_.______h
Maximum
y =2,5193
d =1,0000
_____ e | T L |
Maximum
y = 0,0038
d =1,0000

Sekil A.3 : Optimum tampon kosullari
R1: ayirma giicti, R2: pik yiiksekligi.
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EK B: Idrarda Malonik, Metilmalonik ve Etilmalonik Asit Eszamanli Tayini I¢in
Sonug Cizelge ve Grafikleri

Cizelge B.1: Ri(Ayirma giicii 1) i¢in varyans analizi sonuglari.

Katsayilar df Katsayilar F-degeri p-degeri
(Kareler Toplamu) (Kareler
Ortalamasi)
Model 12,88 9 1,43 34,07 0,0006
pH 0,6050 1 0,6050 14,40 0,0127
MES 0,5000 1 0,5000 11,90 0,0182
tinj 8,00 1 8,00 190,48 0,0001
pH*MES 0,0625 1 0,0625 1,49 0,2769
pH* tinj 0,0225 1 0,0225 0,5357 0,4971
MES*tin; 0,0025 1 0,0025 0,0595 0,8169
pH? 0,3606 1 0,3606 8,59 0,0326
MES? 0,1667 1 0,1667 3,97 0,1029
tin? 3,42 1 3,42 81,44 0,0003
Arta kalan 0,2100 5 0,0420
Uyum 0,1900 3 0,0633 6,33 0,139%4
Eksikligi
Hata 0,0200 2 0,0100
Diizeltilmis 13,09 14
Toplam
R2= 0,9840 R?(adj)= 0,9551
Cizelge B.2: R2 (Ayirma giicii 2) igin varyans analizi sonuglari.
Katsayilar df Katsayilar F-degeri p-degeri
(Kareler Toplami) (Kareler
Ortalamasi)

Model 8,90 9 0,9887 49,44 0,0002

pH 0,4404 1 0,4404 22,02 0,0054

MES 0,03604 1 0,03604 18,02 0,0081

Tinj 5,82 1 5,82 291,14 0,0001

pH*MES 0,1225 1 0,1225 6,13 0,0562

pH* tinj 0,0001 1 0,0001 0,0066 0,9383

MES*tin; 0,0396 1 0,0396 1,98 0,2184

pH? 0,3092 1 0,3092 15,46 0,0110

MES? 0,0001 1 0,0001 0,0035 0,9549

tin2 1,89 1 1,89 94,35 0,0002

Arta kalan 0,1000 5 0,0200

Uyum 0,0902 3 0,0301 6,14 0,1433

Eksikligi

Hata 0,0098 2 0,0049

Diizeltilmis 9,00 14

Toplam

R2=0,9889 R?(adj)=0,9689
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Cizelge B.3: Ortalama pik yiiksekligi i¢in varyans analizi sonuglari.

Kareler Toplanm sd Kareler F-degeri p-degeri
Ortalamasi
Model 0,0000 9 4,611.10° 43,65 0,0003
pH 3,687.10° 1 3,687.10°° 34,91 0,0020
MES 3,149.107 1 3,149.107 2,98 0,1448
Tinj 3,404.10°° 1 3,404.10°° 32,23 0,0024
pH*MES 2,97.10° 1 2,97.10° 0,0281 0,8734
pH™* tinj 4,119.107 1 4,119.107 3,90 0,1053
MES*tin; 1,083.107 1 1,083.107 1,02 0,3578
pH? 7,773.107 1 7,773.107 7,36 0,0421
MES? 1,276.107 1 1,276.107 1,21 0,3217
tinj? 0,0000 1 0,0000 315,83 0,0001
Arta kalan 5,282.107 5 5,282.107
Uyum 3,615.107 3 1,205.107 1,45 0,4338
Eksikligi
Hata 1,667.107 2 8,335.10®
Diizeltilmis 0,0000 14
Toplam
R?=0,9874 R?(adj)= 0,9648
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Sekil B.1: R1 (Ayirma giicii 1) igin ylizey grafikleri.
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10 20

Sekil B.2: R2 (Ayirma giicii2) i¢in yiizey grafikleri.

8i) icin yiizey grafikleri.

Sekil B.3: hort (ortalama pik yiiksekli
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A B T
New  Ligh|l 7

50 80,0 60,0
cor || [6,5077] [45,8478]  [30,1942]
1,0000 | gy 5,50 20,0 10,0

1AV
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Desirability
1,0000
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R1

Maximum
¥ = 3,3163
d = 1,0000
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%'

Masxamum
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d = 1,0000

wasmm | ?’Ti"/
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o

Sekil B.4: Optimum tampon kosullari.
R1ve Rz: ayirma giicii, hort: ortalama pik yiiksekligi.

80



EK C: idrarda Sialik ve Mevalonik Asit Eszamanli Tayini i¢in Sonug Cizelge ve

Grafikleri
Cizelge C.1: Optimizasyon i¢in tasarlanan deney ile segilen faktorlerin kodlu ve
gercek degerleri.
Kodlu Degerler Deneysel Degerler
Deneyler MA CTAB pH BASINC SURE MA CTAB pH BASINC  SURE
1 -1 -1 -1 -1 1 5 0,1 5.5 50 0.5
2 1 -1 -1 -1 -1 25 0,1 55 50 0,1
3 -1 1 -1 -1 -1 5 0,5 5.5 50 0,1
4 1 1 -1 -1 1 25 0,5 55 50 0,5
5 -1 -1 1 -1 -1 5 0,1 7.5 50 0,1
6 1 -1 1 -1 1 25 0,1 7,5 50 0,5
7 -1 1 1 -1 1 5 0,5 7.5 50 0,5
8 1 1 1 -1 -1 25 0,5 7.5 50 0,1
9 -1 -1 -1 1 -1 5 0,1 55 100 0,1
10 1 -1 -1 1 1 25 0,1 55 100 0,5
11 -1 1 -1 1 1 5 0,5 55 100 0,5
12 1 1 -1 1 -1 25 0,5 55 100 0,1
13 -1 -1 1 1 1 5 0,1 7,5 100 0.5
14 1 -1 1 1 -1 25 0,1 7.5 100 0,1
15 -1 1 1 1 -1 5 05 7,5 100 0,1
16 1 1 1 1 1 25 0,5 7.5 100 0,5
17 0 0 0 0 0 15 0,3 6,5 75 0,3
18 0 0 0 0 0 15 0,3 6.5 75 0,3
19 0 0 0 0 0 15 0,3 6,5 75 0,3
20 0 0 0 0 0 15 0,3 6.5 75 0,3
Cizelge C.2: Ri(pik yiiksekligi) i¢in varyans analizi sonuglari.
Katsayilar df Katsayilar F-degeri p-degeri
(Kareler Toplami) (Kareler
Ortalamasi)
Model 7,035.10° 9 7,817.10°7 90,15 0,0001
MA 1,386.10¢ 1 1,386.10° 159,86 0,0001
Pinj 5,784.107 1 5,784.107 66,70 0,0004
tinj 9,299.107 1 9,299.10°7 107,24 0,0001
MA*Pinj 2,352.107 1 2,352.107 27,12 0,0034
M A*tinj 3,025.107 1 3,025.107 34,89 0,0020
Pinj*tinj 5,056.108 1 5,056.10°8 5,83 0,0605
MA? 1,271.10¢ 1 1,271.10® 146,56 0,0001
Pinj? 2,098.10°¢ 1 2,098.10° 241,92 0,0001
tinj? 6,821.107 1 6,821.107 78,67 0,0003
Arta kalan 4,336.10°8 5 8,671.10°
Uyum 3,43.10°® 3 1,144.108 2,53 0,2960
Eksikligi
Saf Hata 9,046.10°° 2 4,523.10°
Diizeltilmis 7,079.10°¢ 14
Toplam
R?= 0,9939 R?(adj)=0,9829
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Sekil C.1: R: (pik yiiksekligi) i¢in yiizey grafikleri.
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tin)

MA

NeW  tiigh 250 150,0
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[33,0638]
6,0

Composite
Desirability
1,0000

R1
Maximum
y = 0,0025
d = 1,0000
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Sekil C.2: Ornek sikistirma ydntemi igin optimum sartlar R1(pik yiiksekligi).




New MA Pinj tinj

High 25,0 150,0 40,0
Cir [10,0292] [114,3541] [33,0771]
0,66143 | gy 5,0 50,0 6,0
Composite
Desirability / \
0,66143
R1
Maxirmum
y = 0,0025
d = 1,0000

Maximum
¥y =1,9375
d = 0,43749

T I I N VRN
/

Sekil C.3: Optimum tampon kosullarinda pik yiiksekligi (R1) ve ayirma giicii (R2)
degerleri.
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