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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFI YONTEMI iLE
HIiDROKSIPROLIN TAYINi VE SIGARANIN iDRARDAKI
HIDROKSIPROLIN DERISIMINE ETKISi

Betiil KAYA

Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Idrarda hidroksiprolin tayini icin yiiksek performansli sivi kromatografi
cihazinda iki farkli dedektorle iki farkli yontem olusturulmus ve calistirilmistir.
Yontemlerin en 6nemli basamag tiirevleme oldugu i¢in en uygun tiirevleme siiresi,
sicakligi ve pH degeri arastirilmistir.

Ultraviyole dedektorle yapilan Glg¢iimlerde tiirevleme igin en uygun tiirevleme
stiresi 20 dakika, tiirevleme sicakligr 90 °C ve tiirevleme pH’s1 9,5 olarak bulunmustur.
Elektrokimyasal dedektorle yapilan oOlglimlerde ise en uygun tiirevleme siiresi 10
dakika, tiirevleme sicakligi 80 °C ve tirevleme pH’s1 12,5 olarak bulunmustur. Bu
sartlar altinda yapilan analizlerde ultraviyole dedektér icin kurulan yontemde
hidroksiprolinin alikonma siiresi 4,6 dakika, elektrokimyasal dedektorde 3,2 dakika
olarak tespit edilmistir. Ayrica, yontemlerin ve cihazin giin i¢i ve giinler arasi
tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 da yapilmustir. Idrar numunelerinde geri kazanim verimi
ultraviyole dedektor i¢in 108+6; elektrokimyasal dedektor i¢in de 102+7 bulunmustur.

Gelistirilen yontemler sigara icen ve i¢cmeyen bireylerden toplanan idrar
orneklerindeki  hidroksiprolin diizeylerini belirlemek igin kullanilmistir. Bu sayede
sigara iciminin hidroksiprolin diizeyine etkisi incelenmistir. Sigara icen bireylerle sigara
kullanmayan bireylerin hidroksiprolin/kreatinin orant  karsilagtirllmis ve her iki
dedektorle yapilan analizlerde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu tesbit
edilmistir.

Anahtar  Kelimeler:  Hidroksiprolin, HPLC, idrar, ultraviyole dedektor,
elektrokimyasal dedektor, sigara
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF HYDROXYPROLINE WITH HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY METHOD AND THE EFFECT OF SMOKING
ON HYDROXYPROLINE CONCENTRATION IN URINE

Betiil KAYA

Mehmet Akif Ersoy University

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Two different methods with two different detectors were set up and operated in
the HPLC for the determination of hydroxyproline in urine samples. As the most
important step of the methods was derivatization, the most appropriate time,
temperature and pH of the derivatization were investigated.

The most appropriate derivatization time, temperature and pH were found as 20
min., 90 °C and 9.5 using ultraviolet detector, respectively. The most appropriate
derivatization time, temperature and pH were found as 10 min., 80 °C and 12.5 using
electrochemical detector, respectively. At analyses done under these conditions, the
retention time of hydroxyproline for the method which was set for the ultraviolet
detector was identified as 4,6 min and 3,2 min for electrochemical detector. In addition,
intra-day and inter-day reproducibility running of the methods and instrument were
carried out. While the recovery yield in urine samples for ultraviolet detector was 108+6,
it was found 102+7 for the electrochemical detector.

Developed procedures were used for the determination of hydroxyproline levels
in the urine samples obtained from smokers and non-smokers. Therefore, the effect of
smoking on hydroxyproline level was examined. Hydroxyproline/creatinine ratio of
smokers and non-smokers was compared, and it was determined that there was a
statistically significant difference in the analyses done with both detectors.

Keywords: Hydroxyproline, HPLC, urine, ultraviolet dedector, electrochemical
dedector, cigarette
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Faculty of Arts and Sciences, Departmant of Chemistry
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1. GIRIS

Hidroksiprolin esansiyel olmayan modifiye bir amino asittir. Kollajen ve
kollajen benzeri proteinlerin yapilarinda bulunur; esneklilik ve kararlilik saglar. Yapisal
oneme sahip olmasi sebebiyle klinik agidan tayini biiyiik 6nem tasir. Bu tezin amaci
idrardaki hidroksiprolin miktarini hem elektrokimyasal hemde ultraviyole dedektorler
ile yliksek performansli sivi kromatografi cihazi ile tayininde kullanilacak yontemlerin
iyilestirilmesidir. Ayrica iyilestirilecek bu yontemler ile sigara icen ve i¢meyen
bireylerin idrarlarindaki hidroksiprolin diizeyini belirlemektir. Idrarda tayin edilecek
hidroksiprolin miktari1 dogru olarak belirleyebilmek igin kreatinin klirens miktari

dikkate alinmig ve diizeltme faktorii olarak kullanilmaistir.
1.1. Hidroksiprolinin Genel Ozellikleri

Amino asitler proteinleri olusturan temel yapi taslaridir. Hidroksiprolin bir
amino asit olup hem amin hem de karboksil fonksiyonel grubu igeren bir molekiildiir
(Karlson, 1992).

Amino asitlerin kovalent baglarla u¢ uca eklenmesiyle olusturduklari kisa
polimer zincirler, peptid, uzun polimer zincirler ise polipeptid veya protein olarak
adlandirtlirlar. Proteinlerin yapisina giren yirmi temel amino asit mevcuttur.
Proteinlerde bunlardan ¢ok daha farkli amino asitler de bulunabilir. Farkli amino asitler,
yirmi temel amino asitle olusturulmus polipeptidlerin daha sonra farklilagmalar1 ile
olusur. Hidroksiprolin de bu farklilasmayla olusmus bir amino asittir. Bu tiir amino asit
farklilasmalari, olusturduklar1 proteinin Ozelliklerini ve islevlerini olduk¢a fazla
degistirir. Bu sayede yapisal gorevleri, kararliliklari, ii¢ boyutlu yapilart farkli olan
proteinler olugur.

Insanlar ve hayvanlar tarafindan organizmada sentezlenemeyen besinlerle
disaridan alinmasi gereken amino asitlere zorunlu ya da esansiyel amino asitler denir.
Hidroksiprolin esansiyel olmayan bir amino asittir. Diyetle dogrudan alinmasina gerek
yoktur. Karacigerde, diger amino asitlerin doniisiimii ile olusturulur.

Hidroksiprolinin [UPAC adi (2S,4R)-4-hidroksiprolin-2-karboksilik  asit,
molekiil formiilii, CsHgNO3, mol kiitlesi, 131,13 g/mol’diir (Karlson, 1992).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
http://tr.wikipedia.org/wiki/Amin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Karboksil
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fonksiyonel_grup
http://tr.wikipedia.org/wiki/Molek%C3%BCl
http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein

1.2. Hidroksiprolinin Yapis1

Prolin, proteinleri olusturan 20 amino asitten biridir. Diger tiim amino asitler
birincil amin grubu tasimalarina ragmen, prolin, yan zincirindeki ii¢ karbon atomu bir
halka olusturarak tekrar peptid bagindaki azot atomuna baglandigi i¢in, birincil amin
grubundan (-NH;) yoksundur. Prolindeki azot aslinda ikincil amin olarak
nitelendirilebilir. Prolin iminoasit olarak da adlandirilmaktadir. Prolin bir iminoasittir,
serbest bir amino grubu degil imino grubu tasir (Karlson, 1992).

Hidroksiprolin, prolinin gama karbonuna bir hidroksil grubunun baglanmas ile
farklilagir. Hidroksiprolinin yapis1 Sekil 1.1°de gésterilmistir. Ilk olarak 1902 yilinda

Fischer tarafindan jelatinden kollajenin yikim iiriinii olarak izole edilmistir.

NH
HO

HO

Sekil 1.1. Hidroksiprolinin yapisi.

Amino asitlerin farkli bolgeleri negatif ve pozitif elektriksel yiikke sahip olmasina
karsin digartya kars1  yiiksiiz  goriindiigi  forma zwitter-iyon formu  denir.

Hidroksiprolinin zwitter-iyon yapis1 Sekil 1.2°de gosterilmistir.

Sekil 1.2. Hidroksiprolinin zwitter-iyon yapist.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
http://tr.wikipedia.org/wiki/Aminoasit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Amin
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Peptid_ba%C4%9F%C4%B1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Nitrojen

1.3. Hidroksiprolinin Sentezi

Hidroksiprolin, prolinin, prolil hidroksilaz enzimi varliginda hidroksilasyonu ile
olusur. Olusum tepkimesi Sekil 1.3°de gosterilmistir.
Sekil 1.3’de gosterilen tepkime translasyon sonrasi bir degisimdir. Enzimle

katalizlenen bu tepkime endoplazmik retikulum limeninde meydana gelir.

o- ketoglutarat Siiksinat
Fe?*
'901
Askorbat
AAA PIO VA MV Pro vA
I
50H

Sekil 1.3. Hidroksiprolin olusum tepkimesi (Yasam Bilimleri).

Prolil-4-hidroksilaz (EC 1.14.11.2) endoplazmik retikulum limeninde yer alir ve
prolinin hidroksilasyon tepkimesini katalizler. Bu enzim tetrametrik bir enzimdir, 2 o ve
2 B alt birimlerini igerir. Toplam molekiil kiitlesi 240 kilodaltondur. f alt birimi protein
disiilfit izomeraz ile aynidir. o alt birmi ise katalitik aktiviteden sorumludur (Kivirikko
ve Pihlajaniemi, 1998; Myllyharju, 2003b). Demir ve askorbat, prolil 4-hidroksilaz
enziminin kofaktorleridir.

Kollajen biyosentezi hiicre i¢i ve disinda bir¢ok post-translasyonel degisim ile
gerceklestirilir. Hiicre i¢i degisimlerde spesifik hidroksilazlar ile prolin ve lizin
hidroksillenir ve 4-hidroksiprolin, 3-hidroksiprolin ve hidroksilizin olusur (Prockop ve
Kivirikko, 1995).



1.4 Hidroksiprolinin Yapisal Fonksiyonu

Insan viicudundaki proteinlerin yaklasik 1/3’iinii olusturan kollajen, proteinlerin
yapisinda yer alan en 6nemli yapisal birimlerden biridir. Kollajenin ti¢ boyutlu helikal
yapisinin  karakteri c¢ok yiiksek bir gerilme direncine sahiptir. Bu gerilme 4-
hidroksiprolin bilesiginden kaynaklanir. 4-hidroksiprolin olusumu ise post-translasyonel
hidroksilasyon tepkimesi ile kollajen prolil-4-hidroksilaz varliginda gerceklesir. 4-
hidroksiprolin ile zengin proteinler, bitkilerde hiicre duvariin yapisal bilesimi olup
yapisal onem tagirlar.

Kollajen ve kollajen benzeri proteinlerin amino asit dizilimi (Gly-X-Y),
sekindedir. X konumunda siklikla prolin, Y konumunda ise 4-hidroksiprolin bulunur. 4-
hidroksiprolin kollajen molekiiliinde tiglii heliks olusumunu saglamak tizere en 6nemli
gorevlerden birini istlenir (Kivirikko, 1993; Myllhorju ve Kivirikko, 2001) Kollajenin

sekli ve amino asit sekansinin sematik gosterilisi Sekil 1.4’te gosterilmistir.

& Prolin L

Glisin

Sekil 1.4. Kollajenin amino asit sekansinin sematik gosterimi (Morris ve Gonsalves, 2011).



Kollajende Y pozisyonunda bulunan prolinin hidroksillenmesi kollajenin heliks
yapisinin termal kararliligmi da arttirir (Kar ve Kishore, 2007). Hidroksillenmemis
polipeptitlerin erime sicakligi 24°C iken, tamami hidroksillenmis molekiillerinki ise
yaklasik 40°C’dur. 4-hidroksiprolinin ti¢lii heliks yapisinin kararliligini arttirmasi tam
olarak aydinlatilmis bir mekanizma degildir. Bir model, 4-hidroksiprolinin hidroksil
gruplar1 arasinda olusan hidrojen baglarinin boyle bir etkiyi olusturdugunu iddia
ederken daha yaygin olan model de ise yapida olusan su kopriileri, elektron etkilesimleri
ve prolinin cis/trans oraniyla olusan peptit baglarinin bu kararlilikta etkili oldugunu
gosterir (Holmgren ve dig., 1998; Jenkins ve Raines, 2001; DeRider ve dig., 2002).
Kollajenin tiglii heliks yapist Sekil 1.5°te gosterilmistir.

Yetigkin tendon ve derisi %30, iskelet ve kalp kas1 %1-1,5, karaciger ve bobrek
gibi yumusak dokular ise %0,2-0,5 oraninda kollajen igerirler (Lowry ve dig., 1941)
Fetal dokular ise ¢ok daha fazla oranda kollajen igerirler. Bu miktarlar kollajenin ne

kadar 6nemli yapisal bir bilesik oldugunun gostergesidir (Harkness ve Harkness, 1955).
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Sekil 1.5. Kollajenin tiglii heliks yapisi (Azonanotechnology, 2011).



Dogumdan sonra farkli memeli organlarinda kollajen artist ile ilgili birgok nicel
calisma yapilmistir (Lowry ve dig., 1946; Elster ve Lowry, 1950). Fare plasentast
membrani ve fetusunda da hamilelik siiresince kollajen igerigi lizerine nicel gézlemler
yapilmistir. Hamilelikte yapilan tayinler farkli zamanlarda alinan amniyon sivisi ile
yapilmistir ve biiyliyen fetusta kollajen bilesiminin artisinin viicut agirligi artisindan
daha hizli arttig1 saptanmistir (Harkness ve Harkness, 1955).

4-hidroksiprolin elastin i¢inde de yapisal olarak yer alir ve elastin fibrillerinin
ana bilesenidir. Bu fibriller biiyiik arterler ve bazi 6zel ligamentler gibi dokularin kuru
agirliklarinin yarisini olustururlar (Rosenbloom ve Abrams, 2002). Elastin de —Gly-X-
Y- sekansini igerir fakat kollajen benzeri tiglii heliks olusumu elastin de yoktur.

Kollajen ve elastinin yapilarina katilmasinin yani sira 4-hidroksiprolin ayrica
kiral fosfin, ligant, karbapenem ve anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorii
gibi irlinlerin sentezinde baslangic materyali gorevi goriir (Ramaswami ve Adams,
1977; Smith ve dig., 1988).

Bitkilerde bulunan 4-hidroksiprolin yapisal oneme sahiptir. 4-hidroksiprolin
iceren proteinler bitki hiicre duvarinda yapisal 6neme sahip olup bitkiye gerilme direnci
saglarlar. Bitkilerin hiicre duvarinda bulunan ve yapisal 6neme sahip glikoproteinler 4-
hidroksiprolin ve serin acisindan zengindir. 4-hidroksiprolinin ¢ogu uzantist arabinosil
uzantilar1 ile o-glikozillenmis durumdadir. ilk halleri ¢oziinebilir monomerler
seklindedir ve proprolin II helikal yapisina dahil olurlar. Hiicre duvarmin yapisini
olusturuken ¢oziinmez olurlar ve ¢apraz bag olusumuna katilirlar. Bitkinin gelisimini,
korunmasini ve zedelenmelerin onarilmasini saglarlar (Showalter, 1993; Cassab 1998).

Bitkilerde hidroksiprolince zengin diger bir yap1 ise lektindir. Bitkilerde bulunan
lektinler karbohidrat bagl proteinlerdir. Lektinler iki ayr1 yapisal alan icerir. Bir alan
sistein ve glisince, digeri ise 4-hidroksiprolince zengindir. Lektinlerde hiicre
etkilesimleri, seker tasinimi, tohum proteinlerinin kararliligt ve hiicre boliinmesinin
kontroliinde 6nemli yapisal bir molekiildiir (Showalter, 1993; Cassab 1998).

Arabinogalaktan proteinler sadece yiiksek bitkilerde bulunan yapisal 6neme
sahip diger bir yapisal bilesendir. Yap1 alanin-4-hidroksiprolin zincirinin tekrarini igerir.
Arabinogalaktan yapis1 4-hidroksiprolin uzantist ile bag kurar. Bu yapisal molekiil
bulundugu yere ve biyokimyasal Ozelliklerine gore farkli gorevler iistlenebilir.

Hiicrelerin birbirini tanimasi, zedelenmelerin onarilmasi ve bitkinin korunma



mekanizmasinda yer almalart bu gorevlerden bazilaridir (Showalter, 1993; Cassab
1998).

1.5 Hidroksiprolinin Tayininin Klinik Onemi

Hidroksiprolin diizeyi viicutta farkli hastaliklarin gostergesidir (Kontturi ve dig.,
1974, Bellon ve dig., 1985, Gomes ve dig., 2006). Ayrica hastaliklarin erken tanisinda,
tedavi siirecince, yeni ilaglarin etkisinin izlenmesinde hidroksiprolin tayinlerine oldukca

sik rastlanir (Paroni ve dig., 1992).

1.5.1.0steoporoz

Tip I kollajen kemiklerde en ¢ok bulunan proteindir. Kemik dokusunun organik
bilesenlerinin %90’ 1n1 olusturur ve bu da kemik olusumu ve geri doniisiimii i¢in ne
kadar 6nemli oldugunun gostergesidir. Kollajen fibrilleri, kemige gerilme direnci
saglama gorevini istlenirler. Kollajenin amino asit dizisi prolince zengindir ve yaklasik
%350’si post translasyonel degisimle hidroksillenmis hidroksiprolin formundadir (Endres
ve Rude, 1994; Tortora ve Grabowski, 1996; Christenson, 1997). Kemik ortaminin
yikimi ya da hasar gormesi ciddi saglik problemlerine yol agar (Jordan ve Chooper,
2002). Kollajen yikimi siiresince hidroksiprolin kemikten salinir ve yeniden kollajen
olusumuna katilmaz. Bu nedenle serum ve idrardaki diizeyi bir kemik rahatsizlig1 olan
osteoporoz i¢in belirte¢ olarak kabul edilir. Osteoporoz; kemik miktarinda azalma ve
kalitesindeki bozulma nedeniyle kemiklerin zayiflamasi ve kirilmaya ¢ok yatkin bir
hale gelmesiyle olusan bir hastaliktir. Osteoporoz 60-70 yas arasi kadinlarin 1/3 iinde,
80 yas tlizerindekilerin ise 2/3 iinde goriilen bir rahatsizliktir (Merwe ve dig., 2003).
Degisik tekniklerle idrar, serum ve dokularda hidroksiprolin diizeyi Olglimleri
yapilmaktadir. Bunun nedeni kemik olusumunu saptamak ve kollajen metabolizmasini
takip etmektir. Idrardaki hidroksiprolin her ne kadar sadece kemikteki kollajenden
gelmese de kemikten salimimi idrar ve serumdaki derisimde biiyiikk oranda etkilidir.
Idrar ve serumdaki hidroksiprolin derisimini diyet, hastaliklar, deri ve diger dokulardaki
kollajenin yikimi da etkiler (Endres ve Rude, 1994; Christenson, 1997; Euli ve dig.,
1999).



1.5.2 Pulmoner Fibrozis

Normal bir karacigerdeki hidroksiprolin orani yenilenmenin derecesini belirtir.
Hepatik fibrozis varliginda ise onemli oranda farklanabilir ve fibrozisin derecesini
belirtir (Gomes ve dig., 2006). Karaciger dokusundaki hidroksiprolin tayini sadece
fibrozis tayini i¢in degil ayn1 zamanda hepatik fibrozis hastaliginin tedavisi sirasinda ve
yeni anti-fibrotik ilaglarin denenmesi siiresince de 6nem tasir (Ramos ve dig., 1994;
Souza ve dig., 2001; Garcia ve dig., 2002). Bu tayin hastalikli bir karacigerde daha
karmagiktir. Fibrozis, enfekte sicanlarda asilamadan 25-28 giin sonra da olusabilir
(Ferreira ve Andrade, 1993). Morfolojik olarak benzer bir durum domuz serumu ile

tedavi edilen farelerde de gozlenir (Paronetto ve Popper, 1966).

1.5.3 Astim

Astim hastalar1 da hidroksiprolin seviyesinin Olciildiigli c¢aligmalar vardir.
Astimli hastalar ile hastaligi olmayan kontrol grubunda yapilan ¢alismalarda kollajen
olusumu ve akcigerdeki hidroksiprolin diizeyleri karsilastirildiginda astim hastalarinin
hem kollajen depolanmasinda hem de akcigerdeki hidroksiprolin seviyesinde artma
gozlenmistir (Hans ve dig., 2012). Baska bir calismada ise insandaki astima model
olmasi i¢in fare akciger dokularindaki fibrozislerin kiigiik degisimleri izlenmistir. Bu
caligmada pulmoner fibrozis degisimleri ile hidroksiprolinde artiglar goriilmiistiir

(Bellon ve dig., 1985).

1.5.4 Tiimér, Kronik Uremi, Kanser

Biyolojik sivilarda prolin ve hidroksiprolin bulunmasi tiimér (Kontturi ve dig.,
1974) veya kronik iiremi nedeniyle olabilmektedir (Dubovsky ve dig., 1968). Uremi
kanda {ire bulunmasi durumudur ve Oliime gotlirebilen ciddi bir rahatsizliktir.
Hidroksiprolin iizerinden takibi yapilabilir. Idrarda ve serumda serbest halde bulunan
hidroksiprolinin takibi ayrica kemik metastazinin erken tanisinda, prostat ve meme
kanseri ilizerine uygulanan tedavi rejiminin etkinliginin takibinde de yarar saglar

(Powlesve dig., 1976; Mooppan ve dig., 1983; Niell ve dig., 1983). Fakat hastanin



durumuna gore sonuglarda farkliliklar goriilebilir. Bazi ¢aligmalar meme kanseri ve
kemik metastazi olan hastalarin yarisindan fazlasinin serumlarinda serbest halde
bulunan hidroksiprolin derigiminin artmadigini, fakat tamamina yakininin idrar
hidroksiprolin derisiminin artti@in1  gostermistir. Baska bir ¢alisma serumdaki
hidroksiprolinin idrardaki hidroksiproline gore prostat kanseri durumunda kemik
metastazi olusumuna daha duyarli bir gdsterge oldugunu vurgulamistir (Kontturi ve
dig., 1974). Idrar ve serumdaki prolin ve hidroksiprolin oranlari arasinda oranti
bulunmayan fakat serum ve idrardaki hidroksiprolinin proline oranini anlamli bulan
calismalar da mevcuttur (Tsurata ve Inoue, 1998). Daha da Otesi idrar ve serumda
yapilan bu tayinler sadece tanida degil hastaliklarin seyrinin izlenmesinde de oldukca

onemli bilgiler verirler.

1.5.5 Deri Hastaliklari

Biyopside alinan az miktardaki deri 6rnegine yapilan hidroksiprolin tayini belirli
cilt hastaliklarinin tanis1 ve izlenmesinde de kullanilabilir (Milsom, 1973).

Kollajen, dermis tabakasinin ana bilesenidir ve deri hastaliklarinda deride geri
donlisim olmasini saglar. Yara iyilesmesi sirasinda, sistematik sklerodermi ve cilt
timoriinde fibroblast aktiflesir ve kollajen olusumu artar (Milsom, 1973). Bu nedenle
derideki kollajen igerigindeki degisim birgok hastalik i¢in 6nemli bir géstergedir.

Daha da 6tesi kollajen degisiminin Sl¢iimii dogru tani, 6zel ilaglarin gelistirilmesi ve
kozmetige yonelik ¢aligmalar i¢in yararlidir. Kollajen igerigi tayini igin gelistirilen ¢ogu

yontem prolin ve hidroksiprolin él¢iimiine dayanir (Kakinuma ve dig., 2005).

1.5.6 Amfizem

Batili insanlarin hayatin1 tehdit eden alt1 kronik hastaliktan biri de amfizemdir.
Amfizem hastaliginda akcigerin mekanik kararliliginda diisiis gozlenir. Kararlilig
diisen akciger dokularinin bilesenleri de degisir (Pryor ve dig., 1984). Sigara i¢imi de bu
hastaligin olusmasinin en 6nemli nedenlerinden biridir (Auerbach ve dig., 1972). Sigara

iciminin Kollajen ve elastin tizerinde kimyasal degisimlere yol ac¢tig1 bulunmustur.



Bu da hidroksiprolin diizeyinde farklilik olacagini gosterir ( Rickert, 1972; Laurent ve
dig., 1983).

1.6 Kreatinin

Kreatinin omurgalilarda dogal olarak olusan ve kas hiicrelerine yaglar
indirgeyerek enerji destegi saglayan organik bir asittir.

Kreatinin viicutta; L-Arjinin, Glisin ve L-Metiyonin amino asitlerinden;
bobrekte, karacigerde ve pankreasta sentezlenir. Biyosentezden sonra iskelet kaslarina,
kalbe, beyne ve diger dokulara taginir. Kreatin bu dokularda en biiyiik enerji depolayici
form olan kreatin fosfat halinde metabolize olur. Sekil 1.6’da bu tepkimesinin olusum
mekanizmasi verilmistir.

Kreatinin, geri doniisiimsiiz enzimatik olmayan dehidrasyon ile kas i¢i kreatin
fosfattan, fosfatin ayrilmasi ile ya da intraseliller kreatinin non-enzimatik
metabolizasyonu sonucunda olusan bir tiriindiir (Zuo ve dig., 2008). Olusan kreatinin 24
saat icinde yaklasik %2’si kreatinine doniismektedir (Barr ve dig., 2005). Idrar ve kan
stvilar diginda ter, safra ve mide sivilarinda da kreaitinin bulunabilmektedir. Kreaitinin
derisimi bobrek fonksiyonlar1 ve wviicut kitle indeksi i¢in kullamilan en yaygin
biyogostergedir (Kochansky ve Strein, 2000). Herhangi bir maddenin bdbrekler
tarafindan bir dakika i¢inde kac¢ mililitre plazmadan arindirildigini belirlemek icin
‘klirens degeri’ kullanilmaktadir. Klirens degerinin birimi mililitre/dakikadir (Tungel ve

dig., 2006).
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Sekil 1.6. Kreatin fosfattan kreatinin olusum mekanizmasi (Cuhadaroglu F. Z., 2010).
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Kreatinin seviyesi, 24 saatlik idrar ya da kandaki miktar1 Gl¢iilerek belirlenir.
Idrar ile atilan kreatinin seviyesi, alinan proteinli yiyeceklerle, kreatin ve kreatinin
iceren yiyeceklerin yenilmesi ile artar. Ornegin pismis et ve kaynamis siitte kreatinin

bulunmaktadir ve bunlar tiiketmek kreatinin idrardaki diizeyini arttirir (Neubert, 1998).

1.7 Hidroksiprolinin Tayin Yoéntemleri

Hidroksiprolinin tayini igin ¢ok farkli yontemler kullamilabilir. Ustiinliiklerine,
ortam kosullarina, uygulanabilirliklerine gére uygun yontem segilerek hidroksiprolin
tayini yapilir.

Kolorimetrik yontemlerle hidroksiprolin tayini kullanilan en eski yontemlerden
biridir. Yontem hidrolizlenmis hidroksiprolinin  yiikseltgenmesini igerir. Bu
oksidasyonun kloramin-T ile gergeklestirilmesi yaygindir. Tepkime ile pirol yapisi
olusturulur, bu yap1 toluen igine 6ziitlenir ve Elrich tepkeni ile tepkimeye sokularak 560
nm dalga boyunda olusan iiriiniin absorbansi olgiiliir (Woessner, 1961; Cheng, 1969;
Bergman ve Loxley, 1970; Jamall ve dig., 1981). Bu yontem hidroksiproline 6zgii olsa
da uzun zaman alir. Bunun yaninda yiikseltgenme ve renk olusum basamaklarinin
kontrolii olduk¢a zordur (Leroy ve dig., 1964; Kivirikko ve dig., 1967; Mee, 1973).

Hidroksiprolin tayini immunokimyasal yontemle de yapilabilir. Enzim
immunoassay yontemi bunlardan biridir. Bu yontem hassas ve giivenilir bir yontemdir.
Fakat antikorlar homojen kollajen igerigi gerektirebilir ve bunu da elde etmek oldukca
zordur (Quasnichke ve dig., 2005). Kullanima hazir kitleri de pahalidir (Colgrave ve
dig., 2008).

Elektrik olusumlu kemiliiminesans dedektér (ECL) kullanilarak da yiiksek
performansli sivi kromatografi cihazinda olduk¢a yiiksek hassaslik ve secicilikte
hidroksiprolin tayini gerceklestirilebilir. Bu yontemin istiinliigii tiirevleme adiminin
olmamasi ve 6rnek hazirlama tekniginin basit olmasidir ( Ikehara ve dig., 2005).

Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS) sistemi kullanilarak da
hidroksiprolinin tayini yapilabilir. Bu yontem standart ¢ozeltilerde (Chiavari ve dig.,
2001), kollajen hidrolizatlarinda (Tredget, 1990), fibroblast kiiltiirlerinde hidroksiprolin
tayinlerinde kullanilmistir. GC-MS’in kullanildigi bazi calismalarda hidroksiprolin

tirevlemesi yapilmistir. Tirevleme maddesi hidroksiprolinin kromatografik olarak
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Olciilebilmesini saglar. Karboksilik asit, amin ve alifatik B-hidroksil gruplariyla
hidroksiprolin tiirevlemeye uygun ii¢ farkli protona sahiptir.
N-metil-N-[tert-biitil-metil-silil]-tri kloro asetamid (MTBSTFA) amino asitlerin
standart soliisyonlarinda, soyafasiilyesinde ve sigir albiimin (BSA) hidrolizatlarinda
tirevleme ajan1 olarak kullanilmigtir. Bu tiirevleme ajani hidroksiprolinin her iig
protonunu da tiirevler. MTBSTFA’nin diger tiirevleme ajanlarma karsit avantajlari
vardir. Bunlar; MTBSTFA’nin gelismis aktif fonksiyonel gruplar1 igermesi, tepkime
stiresinin kisa olmasi ve hidrolize kars1 direng saglamasidir (Woo ve Lee, 1995).

Alevli iyon dedektorlii gaz kromatografisi (GC-FID) farkli ortamlarda
hidroksiprolin tayininde kullanilabilen diger bir cihazdir. Amino asitlerin kromatografik
davranigini gelistirmek i¢in bu yontemde de tiirevleme ajanlari mevcuttur. Karboksilik
asit, amin ve alifatik hidroksil fonksiyonel gruplarini igeren hidroksiprolin {i¢ farkli
proton igerir ve bu protonlar tiirevleme ajani ile yer degistirerek tiirevleme gergeklesir.
Hidroksiprolin igin n-biitanol ile esterifikasyon ve sonradan trifluoroasetilasyon ile
tirevleme, hem hidroksiprolini tiirevleyen hem de ayni1 anda {i¢ bolgeyi bloke ederek
kararlilik saglayarak hidroksiprolin tayini i¢in uygun bir yontemdir (Mussini ve
Marcucci, 1965; Mee, 1973; Euli ve dig., 1999).

Son yillarda yapilan ¢alismalarla, kapiller elektroforezin de hidroksiprolinin
tayini i¢in uygun bir yontem oldugu kanitlanmistir. Yapilan ¢alismalarda isaretlenmis
prolin ve hidroksiprolinin kapiler zon elektroforez ile ayrilabildigi saptanmistir (Terabe
ve dig., 1991). Kapiller elektroforez ile 4-hidroksiprolin tayini de yapilabilir (Chu ve
dig., 1997). Bu tayin yontemi pahali olmasi ve diisiik saptama araligi nedeniyle ¢ok
kullanish degildir.

Misel elektrokinetik kapiller elektroforez (MEKC) kullanilarakta 3- ve 4-
hidroksiprolinin sigir kas dokusundan tayini yapilmigtir (Chu ve dig., 1997).

Hidroksiprolin tayininde en yaygin kullanilan teknik ise yiiksek performanshi
stvi kromatografidir (Dawson ve dig., 1988). Hidroksiprolinin tayininde hidroksiprolin
yapisindaki  kromofor eksikligi nedeniyle direk floresan dedektorle tayin
edilemediginden tiirevleme adimina ihtiyag duyulur. HPLC ile hidroksiprolin tayininde
yaygin olarak oncii kolon ile tiirevleme yapilir. Ornek olarak fenilizotiyosiyanat
kullanilarak yapilan isaretleme, ultraviyole absorbsiyonunu arttirmasi ve isaretlenmis

tiriinlerin kararliligi agisindan oldukca {iistiin bir tiirevleme ajanidir (Henrikson ve
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Meredith, 1984). Fakat bu yontem ile yapilan hidroksiprolin ve prolin tayinlerinde
ayrimda birincil amino asitler gibi bilesiklerin girisimi nedeniyle sorun yasanir. Bu
girisimlerin engellenmesi icin iki adimda On kolon tiirevlemesine gidilir. Bu
prosediirlerde  Oncelikle amino asitlerin o-fitalaldehit (OPA) ile tepkimesi
gerceklestirilir. OPA, primer aminler ile Schiff bazi olusturur ve imino asitler degisime
ugramadan uzaklastirilmus olurlar. Ikinci adim olan tiirevleme de ise fenilizotiyosiyanat
ya da dimetilaminoazobenzen- 4- siilfonil reaktifi kullanilarak tiirevleme
gerceklestirilebilir. Floresan imino asitlerin tiirevlerini tiretmek igin 9-florometil
kloroformat ile tepkime olusturularak serum ve idrarda hidroksiprolin tayini yapilabilir
(Einarsson, 1985). Bu tepkenler giiclii ultraviyole absorbansi saglayarak idrar i¢indeki
hidroksiprolinin HPLC ile saptanmasinda etkili olur (Bianchi ve Mazza, 1995).

1.8 Kromatografi

Kromatografi karisimlarda bulunan birbirine yakin 06zellikteki maddeleri
ayirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Kromatografik ayirmalarda 6rnek; gaz, sivi veya
stiperkritik bir akiskan olan hareketli faz ile tasinir. Bu hareketli faz bir kolonda veya bir
kat1 ylizeyde sabitlestirilmis kendisi ile karismayan bir durgun faz i¢inden ge¢gmeye
zorlanir. Karigimdaki 6rnek bilesenleri hareketli ve durgun fazda farkli oranlarda
dagilir. Sekil 1.7°de kromatografik ayrimi ve ayrilan iriinlere gore olusan piklerin
kromatogram1 gorsel olarak anlatilmaktadir. Durgun faz tarafindan kuvvetli tutulan
ornek bilesenleri, hareketli fazin akisiyla ¢ok yavas hareket ederler. Buna karsilik,
durgun faz tarafindan zayif¢a tutulan bilesenler hizli hareket ederler. Bu hareket
hizlarmin farkliligi sonucu, 6rnek bilesenleri birbirinden kalitatif ve/veya kantitatif
olarak tayin edilebilen farkli bantlar seklinde ayrilirlar (Skoog ve dig., 1998).

Cogu zaman kromatografik yontemler hareketli faza gore isimlendirilirler.
Hareketli faz gaz ise gaz kromatografisi, hareketli faz sivi ise sivi kromatografisi,
hareketli faz siiper kritik siv1 ise siiperkritik akiskan kromatografisi adin1 alir.

Durgun fazla hareketli faz arasindaki dagilma mekanizmasina gore de
isimlendirme yapilmaktadir. Eger dagilma yasasina gore ayrilma oluyorsa dagilma
kromatografisi, adsorpsiyon olayma gore ise adsorpsiyon kromatografi, durgun faz

ayrilanlar1 boyutuna veya ylikiine gore siraliyorsa, boyut eleme kromatografisi, sabit faz
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yalnizca tek bir biyolojik molekiil i¢inse affinite kromatografisi, durgun faz iyon
degisim ilkesi ile ayirma yapiyorsa iyon degisim kromatografisi adini alir. Kromatografi
durgun fazin bigimine gore de smiflandirilabilir. Durgun faz bir kolon i¢indeyse kolon
kromatografisi, diizlemsel bir destek iizerindeyse diizlem kromatografisi olarak

adlandirilir (Tural 2004).
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Sekil 1.7. Kromatografik ayrimin sekilsel gosterimi (Bag H., 2011).

1.9 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), son teknolojik gelismelerle

birlikte kimyasal tayin yontemi olarak en pratik ve uygulama alani en genis
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yontemlerden birisidir. HPLC ile yapilan kimyasal tayinler giiniimiizde, veterinerlik
uygulamalarindan ¢evre kimyasina, tarimdan biyomedikal ve klinik uygulamalara,
toksikolojik tayinlere kadar bir ¢ok bilimsel ¢alismada siklikla kullanilmaktadir
(Todoroki, 2011; Kakinuma ve dig., 2005; Inoue ve dig., 1998; Synder ve Kirkland,
1979). Bu kimyasal ayirim teknigi ile tayin stiresi kisalmis, ayirim igin kullanilan kolon
boyutu metrelerce uzunluktaki sarmal kolonlardan 20-30 cm'lere kadar diismiis, ayirim
icin gerekli ¢oziiniirliik oldukga yiikselmistir. Bu istiinliikleri sayesinde HPLC; ince
tabaka kromatografisini ve elektroforez yontemlerini geride birakmistir (Brown, 1989).

Yontemin bu kadar yaygin olmasinin sebepleri duyarliligi, dogru nicel tayinlere
kolaylikla uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya sicaklikla kolayca
bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi1 ve hepsinden de Onemlisi sanayinin,
bir¢ok bilim dalinin ve halkin birinci derecede ilgilendigi maddelere genis bir sekilde
uygulanabilirligidir (Skoog ve dig., 1998).

HPLC c¢alisma prensipleri agisindan basit, pratik, bir o kadar da yiiksek
¢cozlinirliklii bir tayin yontemidir. Yiksek basing altinda (100 — 200 bar)
gerceklestirilen bu kromatografi yonteminde 6rnek, pompa ile kolon girisi arasinda bir
enjektor yardimiyla uygulanmaktadir. Cihaz tizerindeki her inite bir digeri ile
koordineli bir sekilde calismaktadir. Son teknolojik gelismelerin, yonteme otomasyon
saglanmasi sonucu, cihaz elle isletilen uygulama hatalarindan arindirilmistir. HPLC
kullaniminda belirtilen, cihazin g¢aligma prensiplerinin dikkate alinmasi ile tayinin
kalitesi arttirilmig, uygulama sirasinda karsilagilacak olan problemler de ortadan
kaldirilmis olacaktir. Dogru bir tayin i¢in piklerde goriilen hatalardan, hareketli faz
icerigi, kolon, kolon malzemesi ve dogru dedektdr segimine kadar tiim 6zellikler sirayla
ele alinmalidir. Ayrica tayine etki edebilecek olan tim pargalar igin en uygun sartlarin
arastirtlmasi ile uygulanacak olan yontemler verimli hale getirilmelidir (Weston ve
Brown, 1998). Sekil 1.8’de HPLC’nin kisimlar1 gosterilmistir.

Kolonda birbirinden ayrilan maddeler tasiyici faz ile birlikte 6lgiim birimi olan
dedektore gelirler. Dedektor maddenin derisimi ile dogru orantili bir 6zelligini

Ol¢melidir. Dedektor hareketli faz ile ayrilan analite duyarli olmalidir.
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Ornek girisi

Enjektor

Sonuglarin Gésterimi Dedektor

Sekil 1.8. HPLC cihazini olusturan kisimlarin sematik gésterimi (Lcresources).

Lambert Beer kanununa gore zamana karsi absorbans 6lgen ultraviyole dedektor
ile sadece elektroetkin maddelere uygulanabilen ve indirgenme yiikseltgenme sirasinda
aciga ¢ikan yanit akiminin, elektrokimyasal hiicrede zamana kars1 dlgiimiiniin yapildigi

bir dedektor sistemi olan elektrokimyasal dedektdr en ¢ok kullanilan dedektorlerdendir.

1.10 Ultraviyole dedektor

Bircgok HPLC cihazinda UV dedektorii denilen fotometrik dedektorler
kullanilmaktadir. Dedektorden Ornek gecisi olmadiginda UV dedektor hiicresinden
gecmekte olan 151k sensorde en yiiksek seviyede sinyal vermektedir. Ornek dedektor
igerisine girerse dedektor sinyalinde degismeye neden olacaktir. Bu sinyal elektronik
olarak veri igleme sistemine aktarilir ve kromatogramda pozitif pik olarak gozikiir.
Hicredeki ornegin derisimi oraninda pik biyiik gorintiilenir. dedektér diger tim
degisikliklere de cevap verecektir. Ornegin tanecikler veya kir, hiicrenin icinden gegen
15181 engelledigi i¢cin zemin sinyalinde artisa neden olacaktir. Hiicre i¢indeki bir hava
kabarcig1 da gecen 1s18a biliylik Olclide etki edecek, alinan sinyal Slgegin disina

cikacaktir. Dalga boyu, ultraviyole dedektorle tayin agisindan dnemlidir. Genel kural
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tayini yapilacak analitin en yliksek absorbans degerinin oldugu dalga boyunu se¢gmektir.
Yanlis dalga boyu kullanmak diisiik pik yiiksekligine bazen de piksiz bir kromatograma
sebep olabilir (Weston ve Brown, 1998).

En basit UV absorpsiyon dedektorleri, 1sin kaynagi olarak bir civa lambasi
kullanan filtreli fotometrelerdir. Girisim filtresi bulunan déteryum veya tungsten telli
1sin  kaynaklart da kullanilabilir. Bazi modern cihazlar, farkli tiirleri teshis igin
kolaylikla degistirilebilen ve cesitli filtreleri {izerinde tasiyan filtre tekerlekleri ile
donatilmistir. Boyle cihazlar, Orneklerin nitel bilesiminin bilindigi durumlarda,
filtrelerin uygun sirada secilmesi yoluyla tekrarlanabilir nicel tayinler i¢in de uygundur.

Cogu zaman filtrelerin degistirilmesi bilgisayar kontrolliidiir (Skoog ve dig., 1998).

1.11 Elektrokimyasal dedektor

Elektrokimyasal  dedektorler amperometri, polarografi, kulometri ve
kondiiktometri esasina gore calismaktadir. Bu tez kapsaminda kullanilan
elektrokimyasal dedektdr, amperometri esasina gore ¢alismaktadir.

Her ne kadar elektrokimyasal dedektorler heniiz optik dedektorlerle yarigamazsa
da, duyarlilik, basitlik, kullanighlik ve yaygin kullanim alanmi gibi birgok ydnden
tstlinliikler sunmaktadir. Bu istiinliiklerden biri de, 16 tane organik fonksiyonlu grubun
(hidrokarbonlar, azinler, amidler, aminler, fenoller, aromatik hidrokarbonlar, kinolinler,
olefinler, esterler, ketonlar, aldehitler, konjuge esterler, eterler, diazo bilesikleri, nitro
bilesikleri, halojenler) herhangi birini igeren tiirlerin amperometrik, polarografik ve
kulometrik islemlerle belirlenebilmesidir. Bu yiizden elektrokimyasal dedektorler,
HPLC tekniginin uzun zamandir ihtiyaci olan duyarli, genel dedektor gorevini yerine

getirme potansiyelinde oldugu soylenebilir (Skoog ve dig., 1998).
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Tayin I¢in Kullamlan Cihazlar ve Kimyasallar

2.1.1 Kullamilan Cihazlar

—HPLC

— HPLC Kolon
— Otomatik Pipetler

—Pipet Uglari

— Mikro Filtre

— Saf Su Cihaz1

— Ultra Saf Su Cihazi

— Elektronik Hassas Terazi
— Derin Dondurucu (-20 °C)
— Santrifiij Aleti

— Vorteks Karistirict

— Azot Ugurma Sistemi

— Ultrasonik Banyo

— Manyetik Karistirici ve Isitic
— pH Metre

— Etuv

— Cam Malzemeler

- Cihaz sistemi HP AGILENT 1100 SERIE
- Pompa G 1310 A Isopump
- Dedektor G 1314 AVWD
- Elektrokimyasal Couluehem 11
- Enjektéor G 13 28 A, RHEODYNE
-Yazilim, ChemStation 08.3
-WATERS C18 3,5 um, 4,6 x 150 mm
- RAININ SL 100 pl
- RAININ SL 1000 pl
- RAININ SL 10000 pl
-RAININ
-AGILENT 0,45 pm Go6zenek Caphi
-NUVE NS 245
-HUMAN UP 900 SCHOLAR - UV
-SCHIMADZU LIBROR
-BOSCH GTN 2704/05
-HERAUS SEPATECH LABOFUGE 200
-NUVE NM 110
-TECHNE SAMPLE CONCENTRATOR
DB- 3 Dri-Block
-BANDELIN SONOREKS TK100H
-MIRAK THERMOLYNE SP72720 - 26
-METLER TOLEDO SEVEN MULT]I
-NUVE

S

18



2.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

— 4-klor -7-nitrobenzofurazan -SIGMA-ALDRICH
—Trans 4-hidroksi-L-prolin -ALDRICH
—2,4-Dinitro-5-floroanin -ALDRICH
—Aseton -MERCK
—Sodyum fosfat -MERCK

— Asetonitril -MERCK
—Hidroklorik asit (%37, v/v) -MERCK
—Metanol -MERCK
—Trietilamin -MERCK
—L-Sisteik asit -SIGMA-ALDRICH

2.2 Yontem

Yiiksek performanshi sivi kromatografisinde ultraviyole dedektorle yapilan
calismada Paroni ve dig. (1992), kullandig1 yontem gelistirilmis ve deneysel kosullarda
degisiklikler yapilmistir. Bu ¢alismada Paroni ve arkadaglari idrar hidroksiprolinin basit
ve hizli bir yontemle tayin edilmesi amaglanmistir (Paroni ve dig., 1992). Tiirevleme
basamagi yontemin sunuca en ¢ok etki eden adimi oldugu i¢in bu adimda kullanilan
parametrelerde en uygun kosullar aragtirilmistir. Bunun i¢in tiirevleme siiresi, tiirevleme
isleminin yapildig1 pH, tiirevlemenin yapildigr sicaklik degistirilerek hidroksiprolin
tayini i¢in en uygun kosullar belirlenmistir. Cihaz ve kurulan yontemi gegerli kilma
calismalar1 da yapilmastir.

Yiiksek performansl sivi kromatografisinde elektrokimyasal dedektorle yapilan
calismada Welch ve dig. (1993) kullandig1 yontem gelistirilmis ve deneysel kosullarda
denemeler ve degisiklikler yapilmistir. Welch ve arkadaslarinin yaptigi bu yontemde
idrar 6rneklerine hidroliz, kuruluga kadar ugurma ve tiirevleme adimlari uygulanmistir.
Tiirevlemenin kisa siirmesi ve olusan tiirevlenmis hidroksiprolinin birka¢ saat kararh
kalmast 6nemsenmistir (Welch ve dig., 1993). Bu yontem i¢in tiirevleme isleminin
yapildig1 pH, sicaklik ve siire degistirilerek hidroksiprolin tayini i¢in en uygun kosullar

belirlenmistir. Cihaz ve kurulan yontemin gecerli kilma ¢aligmalar1 da yapilmuistir.
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Bu yiiksek lisans tez kapsaminda, yukarida bahsedilen yontemlerin duyarliliklari
arttirllmistir.  Bu amagla tiirevleme basamaklarinda iyilestirmeler yapilmistir.
Gelistirilen yontem sigara icen ve igmeyen Kkisilerin idrarlarindaki hidroksiprolin

tayinlerinde kullanilmistir.

2.2.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.2.1.1 Stok Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Deneysel olarak ultraviyole dedektorle tayini yapilacak olan hidroksiprolin ana
stok ¢ozeltisi 1,00 g/L olacak sekilde 10,0 mmol/L derisimdeki hidroklorik asit ¢ozeltisi
icerisinde hazirlandi. Ana stok standart ¢6zeltiden, ultra saf su ile seyreltilerek
hidroksiprolin i¢in derisimleri 5,00 mg/L, 10,0 mg/L, 25,0 mg/L, 50,0 mg/L, 100 mg/L
olan standart ¢ozeltileri hazirlandi.

Elektrokimyasal dedektorle tayini yapilacak olan hidroksiprolin standardi %25
metanol ¢ozeltisi icerisinde ¢oziinerek 1,00 g/L derisimde olacak sekilde ana stok
¢ozeltisi hazirlandi. Hidroksiprolin stok standart ¢ozeltileri ultra saf suyla seyreltme
yapilarak 5,00 mg/L, 10,0 mg/L, 25,0 mg/L, 50,0 mg/L, 100 mg/L derisimlerinde
hazirlandi.

Tim hidroksiprolin standart stok ¢ozeltileri amber renkli saklama siselerine
aktarilmis ve -20 °C’da muhafaza edilmistir.

Kreatinin ana stok ¢ozeltisi derisimi 200 mg/L olacak sekilde ultra saf su ile
hazirlanmistir. 5,0; 10,0 ve 25,0 mg/L derisimlerde ana stoktan ultra saf suyla
seyreltilerek ara stok ¢ozeltileri hazirland1 ve bes kisinini idrarlarindan alinan esit
hacimler tlizerine eklenerek standart katma yontemiyle standart ¢ozeltileri hazirlandi.

Bu standart ¢ozeltiler kalibrasyon grafigi ¢izimi, yontem gecerliligi ve verimlilik

testleri i¢in kullanilmistir.

2.2.1.2 i¢ Standart Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Deneysel olarak ultraviyole dedektorle tayini yapilacak olan hidroksiprolin igin

i¢ standart olarak Paroni ve dig. (1992), yonteminde kullanilan sisteik asit se¢ilmis olup
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1,00 g/L derisimli stok ¢ozeltisi ultra saf su ile hazirlandi. 2,00 mol/L derisimde (pH:
9,3) sodyum hidrojen karbonat tamponu haftalik hazirlandi. Calismada i¢ standart
olarak kullanilan 40 mg/L’lik sisteik asit ¢ozeltisi haftalik olarak hazirlandi. Bu haftalik
cozeltiler, stok sisteik asit ¢ozeltisinden 2,00 mol/L’lik sodyum hidrojen karbonat

tamponu ile hazirlandu.

2.2.1.3 Tiirevleme Maddelerinin Hazirlanmasi

Ultraviyole dedektorle yapilacak olan hidroksiprolinin tiirevleme maddesi N,N-
dietil-2,4-dinitro-5-floroanilin (FDNDEA) stok ¢6zeltisi 5 g/L derisimde olacak sekilde
asetonitril igerisinde ¢6zilerek hazirlandi. Kullanimina kadar 4 °C’da muhafaza edildi
(Paroni ve dig., 1992).

Elektrokimyasal dedektorle yapilacak olan hidroksiprolinin tiirevleme maddesi
olan 7-kloro-4-nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazol (NBD-CI) ise 8 mM derisimde metanol
igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Bozulmamasi i¢in 4°C’de muhafaza edildi (Richard ve
dig., 1993).

2.2.1.4 Hareketli Fazin Hazirlanmasi

Hidroksiprolinin ultraviyole dedektorle yapilacak olan tayini i¢in kullanilan
hareketli faz hacimce % 80 asetat tamponu ve % 20 asetonitril karigimidir. Asetat
tamponu, 3 mL susuz asetik asit ve 6 mL trietilenaminin 1 L su ile karigtirtlip pH degeri
5 mol/L hidroklorik asit ¢ozeltisi ile 4,3 olacak sekilde ayarlanmasiyla hazirlandi.

Hidroksiprolinin elektrokimyasal dedektorle yapilacak olan tayini i¢in kullanilan
hareketli faz hacminin %83’ 50 mM NaH,PO,; ve %]17’si metanol olacak sekilde
hazirlandi. NaH,PO, ¢ozeltisinin pH degeri ise fosforik asit kullanilarak 3,4 olacak
sekilde ayarlandi.

Hareketli fazlar hazirlandiktan sonra hava pompasi yardimiyla mikro filtreden
gecirilmistir. Bu islemin nedeni, hazirlama asamasinda hareketli fazin igerisine
istenmeyen parcaciklarin  karigsmasit sonucu kolonda olusabilecek hasarlari
engellemektir. Filtre edilen ¢ozelti ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilerek sivi

icerisindeki gaz uzaklastirildi ve sonrasinda yeniden pH ayar1 yapilarak 4°C’de
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muhafaza edilmistir. Her kullanim 6ncesi ¢ozelti oda sicakligina ulagmasi icin 1 saat

beklenmis, pH’s1 gdzden gegirilerek HPLC’de hareketli faz olarak kullanilmistir.

2.2.2 Ornek Hazirlanmasi

Sigara kullanan maruz grubun idrarlar1 ve sigara kullanmayan kontrol grubunun
idrarlar1  Kirikkale Hacit Hidayet Dogruer Kadin Dogum ve Cocuk Hastaliklar
Hastanesinden saglanmistir. Bu 6rneklerin alinabilmesi i¢in, 34-739 karar numarasi1 ve
25/07/2011 tarihle, Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan gerekli etik

izin alimmustir. Ad1 gegen belge Ek1’de verilmistir.

2.2.2.1 Hidroliz

HPLC’de ultraviyole dedektorle analizi yapilacak olan idrar o6rneklerin
hidrolizinde Paroni ve dig. (1992), yontemi kullanilmistir. Bu yonteme goére 50 pL
ornek, 50 pL saf su ve 100 pL derisik HCI kanstirilmis ve 16 saat 100 °C’de
hidrolizlenmistir.

HPLC’de elektrokimyasal dedektorle yapilacak olan orneklerin hidrolizinde
Welch ve dig. (1993) yontemi kullanilmigtir. Bu yonteme gore 50 pL 6rnek, 50 pL
derisik HCI karistirilmis ve 20 saat 115 °C’de hidrolizlenmistir.

2.2.2.2 Tiirevleme

Hidroksiprolinin ultraviyole dedektorle tayini i¢in hidrolizleme islemine tabi
tutulmus idrar 6rnegi azot ugurma sistemine yerlestirilerek buharlastirildi. Vialde kalan
kalintt 200 pL asetonda coziilerek tekrar aynmi sistemle buharlastirildi. Vialde kalan
kalint1 tekrar 200 uL 40 mg/L sisteik asit ¢ozeltisinde ¢oziilerek tiirevleme islemine
gecildi. 50 pL’si alinan ¢ozeltiye 50 uL FDNDEA c¢ozeltisi eklenerek 100 °C’da 20
dakika bekletilerek tiirevleme islemi gerceklestirildi.

Tiirevlemenin sona ermesinden sonra ¢ozelti azot ucurma islemine tabi tutuldu.
Vialdeki kalintt 500 pL hareketli faz ¢ozeltisinde ¢oziildii ve ¢ozelti kolona verildi.

Tiirevleme mekanizmasi Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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HiC N CHga H.C N CH,
ND? NH ND_E
—_—
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M
F OH
NDQ HO NDE
O
FDNDEA Hidroksiprolin HO
FDNDEA-Hyp

Sekil 2.1. Hidroksiprolinin tiirevleme ajant FDNDEA ile tiirevlemenin olusum mekanizmasi ( Liu ve
Sayre, 2004).

Hidroksiprolinin elektrokimyasal dedektorle tayini ic¢in hidrolizlenen idrar
Ornegi azot ugurma sistemine yerlestirilerek buharlastirildi. Kalint1 200 uL %25 metanol
ile ¢oziilerek tiirevleme islemine gegildi. Ornek iizerine 200 pL tiirevleme tamponu ve
50 uL NBD-CI ilave edildi. Elde edilen ¢ozelti 80 °C’da 10 dakika karigtirilarak
tiirevleme islemi gergeklestirildi. Tiirevleme tamponu olarak 0,10 M NaH,PO, ¢ozeltisi

kullanildi. Tiirevleme islemi mekanizmasi Sekil 2.2°de gdsterilmistir.

N NO,
N NH
- N
\\C' " — - \\D
HN/ HO 0O .
N
OH
Cl N
NBD-CI Hidroksiprolin ﬂ ——COOH
HO
NBD-Hyp

Sekil 2.2. Hidroksiprolinin tiirevleme ajan1t NBD-CI ile tirevlemenin olusum mekanizmast (Ahnoff ve
dig., 1981).
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2.2.3 Yontem Gegerliligi

2.2.3.1 Dogrusallik

Dogrusalligin ilk ve dogal anlami, Y’ nin kosullu beklenen degerlerinin X’ in
dogrusal bir fonksiyonu oldugudur. Dogrusallig1 kontrol etmek i¢in yapilabilecek en
basit islem regrasyon dogrusu ile kalibrasyon verilerinin gorsel olarak kontrol
edilmesidir. Bazi durumlarda dogrusal olmama durumu o kadar belirgindir ki
istatistiksel test yapilmaya gerek duyulmaz. X ve Y arasindaki dogrusalligin iyi olmasi
icin R? degerinin 1’e yakin olmasi beklenir.

Idrar havuzundan aynmi miktarda alman orneklere, artan derisimlerde standart
hidroksiprolin ¢ozeltisi ilave edildi. Elde edilen bu standart ¢ozeltilerin hidroksiprolin
derisimleri farkli, ortamlart ise aymidir. Hem ultraviyole dedektorle hem de
elektrokimyasal dedektorle yapilan tayinlerde ayni derisim araliginda dogrusallik
arandi. Ayrica Ornek cozeltilerin derisimlerinin, sinyal alanmin derisimle dogrusal
olarak degistigi aralikta olmasina dikkat edildi. Derisimler bu araligin disinda ise

seyreltme veya deristirme yolu ile bu araliga ¢ekildi.

2.2.3.2 Tekrarlanabilirlik

Giin i¢i ve giinler aras1 yontem ve cihaz tekrarlanabilirlik ¢aligmalart yapildi. Bu
calisma, hidroksiprolin 6l¢limii yapilmak istenildiginde, belirlenen tayin sartlarinda bu
yontemler calistirildiginda, birbirine yakin sonuglar alinip alinmayacagini belirlemek
amactyla gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar, giin igi ve giinler arasi yontem Ve cihaz
tekrarlanabilirliklerinde ne kadar sapma oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma hem
ultraviyole dedektorle gelistirilen yontemde hem de elektrokimyasal dedektorle

gerceklestirilen yontemde hidroksiprolin tayini i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir.

2.2.3.3 Verim (Geri Kazanma)

Normal bir idrar 6rnegi igerisinde hidroksiprolin bulunacagindan geri kazanma

verimi i¢in Oncelikle idrar havuzundan almman Ornegin hidroksiprolin diizeyine
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bakilmistir. Ardindan bu ¢ozeltilere bilinen derisimlerde hidroksiprolin ilavesi
yapilmistir. {lave edilen standart hidroksiprolin derisimi yaklasik orneklerdeki
hidroksiprolin derisimi kadar ve iki kat1 kadar olacak sekilde ¢alisilmistir. Orneklerdeki
hidroksiprolin derisimi hem ultraviyole dedektorle gelistirilen hem de elektrokimyasal
dedektorle gelistirilen yontemle ayr1 ayr1 yapilmistir. Bulunan sonuglarda geri kazanma

verimi asagida verilen formiille hesaplanmistir.

) o Deneysel veri
% Geri kazanim verimi (%R) = Koramsal veri x 100

2.2.3.4 Gozlenebilme ve Tayin Sinir1

On caligmalardan elde edilen verilerden faydalanarak, gozlenebilme ve tayin
siirt belirlemesinde kullanilacak olan derigim, kalibrasyon grafigindeki en diisiik
derigimin yarist olarak belirlenmistir. Bu derisimde yapilan 6l¢iimler sonrasinda elde
edilen alanlardan bulunan derisim degerlerinin standart sapmasinin 3 katina karsilik
gelen derisim gozlenebilme sinir1 ve 10 katina karsilik gelen derisim tayin sinir1 olarak
hesaplanmistir. Gozlenebilme sinir1 (LOD) %95 giivenle zemin giiriiltlisiinden fayirt
edilebilen fakat miktar1 belirlenemeyen en kiigiik analit derisimidir. Tayin sinir1 (LOQ)

ise uygun dogruluk ve kesinlikle miktar1 saptanabilen en kiigiik derisimdir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisinde Tayin

3.1.1 Tayin Kosullar1 icin En Uygun Tiirevleme Siiresinin Belirlenmesi

Ultraviyole dedektor kullanilarak yapilacak hidroksiprolin tayinlerinde ilk olarak
idrar 6rnegi ortaminda en uygun tiirevleme siiresi belirlenmistir. En uygun tiirevleme
stiresini belirlemek i¢in 50 puL idrar 6rnegi ve 25 mg/L derisimde 50 pL hidroksiprolin
ile 90 °C sicaklikta ultraviyole dedektorle ¢alisilmistir. Tiirevleme siiresi olarak 10, 15,
20, 25, 30 dakika denenmistir. Sekil 3.1’de uygulanan tiirevleme siiresinin
hidroksiprolin/i¢ standart alanlarinin oranma etkisini gosteren tayin sonuglari
verilmigtir. Elde edilen sonucglara gore cihazin verdigi alan Ol¢limlerinden en uygun
tirevleme stiresi 20 dakika olarak bulunmus ve tayinlerde ornekler 20 dakika

tiirevlemede birakilmistir.

1,6 1

0,8 -

0,4 -

0,0

Hidroksiprolin Alam1 / ISTD Alani

10 15 20 25 30

Zaman (dakika)

Sekil 3.1. Ultraviyole dedektorle yapilan dlgiimlerde tiirevleme siiresinin hidroksiprolin alani / i¢ standart
alani oranina etkisi.
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Elektrokimyasal dedektor kullanilarak yapilacak hidroksiprolin tayinlerinde ilk
olarak idrar Orne§i ortaminda en uygun tlirevleme siiresi belirlenmistir. En uygun
tirevleme siiresini belirlemek i¢in 50 pL idrar 6rnegi ve 25 mg/L derisimde 50 uL
hidroksiprolin ile 80 °C sicaklikta elektrokimyasal dedektorle ¢alisilmistir. Tiirevleme
stiresi olarak 5, 10, 15, 20 dakika denenmistir. Sekil 3.2’de uygulanan tlirevleme
stiresinin hidroksiprolin alanina etkisini gdosteren tayin sonuglar1 verilmistir Elde edilen
sonuglarda cihazin verdigi alan Slgiimlerinden en uygun tiirevleme siiresi 10 dakika

olarak bulunmus ve tayinlerde 6rnekler 10 dakika tiirevlemede birakilmustir.

5,0 -
4,0
3,0 A
2,0 1
1,0 A

Hidroksiprolin Alan (1.10%)

0,0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Zaman (dakika)

Sekil 3.2. Elektrokimyasal dedektorle yapilan 6l¢iimlerde tiirevleme siiresinin hidroksiprolin alan
sinyaline etkisi.

3.1.2 Tayin Kosullar1 icin En Uygun Tiirevleme Sicakhiginin Belirlenmesi

En uygun tiirevleme siiresini belirlemek ig¢in 50 pL idrar 6rnegi ve 25 mg/L
derisimde 50 pL hidroksiprolin ile 20 dakika ultraviyole dedektorle galisilmistir.
Tiirevleme sicaklig olarak 80, 90, 100, 110 °C denendi ve en iyi tiirevleme sicakligi

elde edilen alanlara bakilarak 90 °C olarak bulundu. Daha sonraki ¢alismalarda ve
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hidroksiprolin tayinlerinde 6rnekler 90 °C‘da tiirevlemede birakildi. Sekil 3.3°de elde

uygulanan tiirevleme sicakligina gore elde edilen tayin sonuglari verilmistir.

- 1,5 4
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= 09 1
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£ 0,6
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R 0,3 1

w

Y
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= 0,0 ‘ ‘

= 80 90 100 110
Sicakhk (°C)

Sekil 3.3. Ultraviyole dedektorle yapilan dlgiimlerde tiirevleme sicakliginin hidroksiprolinin alani/ i¢
standart alan1 orania etkisi.
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Sekil 3.4. Elektrokimyasal dedektorle yapilan olglimlerde tiirevleme sicakligimin hidroksiprolin alan

sinyaline etkisi.
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En uygun tlirevleme siiresini belirlemek i¢in 50 pL idrar 6rnegi ve 25 mg/L
derisimde 50 pL hidroksiprolin ile 20 dakika elektrokimyasal dedektorle galigiimistir.
Tirevleme sicakligr olarak 50, 65, 80, 90, 100 °C olacak sekilde bes farkli sicaklik
denendi. Elde edilen sonuglarda en uygun tiirevleme sicakligi 80 °C olarak bulundu ve
daha sonraki c¢alismalarda ve hidroksiprolin tayinlerinde o6rnekler 80 ©°C’da
tirevlenmeye birakildi. Sekil 3.4’de uygulanan tiirevleme sicakligina gore elde edilen

alan sinyallerinin sonuglar1 verilmistir.

3.1.3 Tayin Kosullar icin En Uygun Tiirevleme pH’sinin Belirlenmesi

Literatiir bilgilerine gore ultraviyole dedektor kullanilarak yapilan ¢aligmalarda
en uygun tirevleme pH degerinin 9,0- 9,7 araliginda degistigi goriilmiistiir. Bu
calismalarda pH degerinin oldukca etkili oldugu ve ¢ok az araliklarda bile farklandigi
goriilmiistiir (Paroni ve dig., 1992). Bu nedenle ultraviyole dedektorle yapilacak olan
tayin i¢in tiirevlemenin yapildigi pH degerleri 8,9; 9,1; 9,3; 9.5; 9,7 olarak secilmistir.
50 pL idrar 6rnegi ve 10 mg/L derisimde 50 pL hidroksiprolin igeren ¢ozeltiye yapilan
islemlerin ardindan, 20 dakika boyunca ve 90 °C sicaklikta tiirevleme yapildi. Sekil
3.5’de pH degerlerinin elde edilen alanlara etkisi gosterilmistir. Elde edilen sonuglarda
en iyi tirevlemenin gozlendigi pH degeri 9,5 olarak belirlenmis ve daha sonraki
caligmalarda ve  hidroksiprolin  tayinlerinde Grnekler bu pH  degerinde
tiirevlendirilmistir.

Literatiir bilgilerine gore ultraviyole dedektor kullanilarak yapilan ¢alismalarda
en uygun tirevleme pH degerinin 9,0- 13 araliginda degistigi gortilmistir. pH 9
degerinin altinda tlirevleme gézlenmedigi daha dnceki ¢aligmalarda belirtilmistir.
Hidroksiprolinin i¢in kullanilan tiirevleme ajani ve elektrokimyasal dedektorle yapilan
Olctimlerde uygun pH degeri ¢ok yiiksek verim farkliliklart olusturur (Welch ve dig.,
1992). Bu nedenle bu calismada da pH taramasina 9’dan baslanarak yapildi.
Elektrokimyasal dedektorle yapilacak olan tayin igin tiirevlemenin yapildigi pH
degerleri 9; 10; 10,5; 11; 12; 12,5; 13’tiir. 50 pL idrar ve 50 pL 25 mg/L derisimde
hidroksiprolin igeren ¢ozeltiye yapilan islemlerin ardindan, 10 dakika boyunca ve 80 °C
sicaklikta tlirevleme yapildi. Sekil 3.6’de farkli pH degerleri uygulandiginda alinan

sonuglar gosterilmistir. Elde edilen sonuglarda en iyi tiirevlemenin gézlendigi pH degeri
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12,5 olarak bulundu ve daha sonraki ¢alismalarda ve hidroksiprolin tayinlerde bu pH

degerinde tiirevleme yapildi.

Hidroksiprolin Alam1 / ISTD Alam

0,90

0,85

0,80

0,75

0,70

8,9

9,1

9,3

pH

9,5

9,7

Sekil 3.5. Ultraviyole dedektorle yapilan 6l¢timlerde tiirevleme pH’sinin hidroksiprolin alani/ i¢ standart

alani1 oranina etkisi.

Hidroksiprolin Alan (1.10%)

8,0

6,0

4,0

2,0

0,0

10

11
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12
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Sekil 3.6. Elektrokimyasal dedektorle yapilan 6lgiimlerde tiirevleme sicakliginin hidroksiprolin alanina

etkisi.
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3.2 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Tayin Sartlar

Ultraviyole dedektor ile yapilan ¢alisma igin tayin sartlari;

Kolon : Waters C18 3,5 um, 4,6 x 150 mm
Hareketli Faz . Asetonitril- asetat tamponu (20:80, v/v), 1,3 mL/dakika akis hizi
Dedektor : UV Goriiniir Bolge

UV Dalga boyu :360 nm

Hareketli faz olarak (%20/80, v/v) asetonitril: fosfat tampon Kkarisimi
kullanilmistir. pH degeri 5,0 M’lik hidroklorik asit kullanilarak 4,3’e ayarlanmistir.
Akis hiz1 dakikada 1,3 mL olarak belirlenmis olup, hareketli fazin kolona yaptig1 basing
80-100 bar araliginda degigmistir.

Elektrokimyasal dedektor ile yapilan ¢alisma igin tayin sartlari;

Kolon : Waters C18 3,5 um, 4.6 x 150 mm

Hareketli Faz : Metanol- sodyum fosfat tamponu (%17:83, v/v), 1 mL/dakika akis hiz1
Dedektor : Elektrokimyasal

Analitik Hiicre  : dedektor 1: +350 mV / dedektor 2: +640 mV

Hareketli faz olarak (%217/83, v/v), metanol- sodyum fosfat tampon karisimi
kullanilmistir. pH degeri derisik fosforik asit kullanilarak 3,4 ayarlanmistir. Akis hizi
dakikada 1 mL olarak belirlenmis olup, hareketli fazin kolona yaptig1 basing 120-150
bar araliginda degismistir.

Hem ultraviyole dedektorle hem de elektrokimyasal dedektorle yapilan
Ol¢iimlerde 150 mm uzunlugunda 4 pm cap ve 3,9 mm kalinliginda, dolgu materyali
silika bazli C18 NovaPak Waters marka kolon kullanilmistir. Kiiresel yapili olan kolon
dolgu malzemesinin gdzenek agikligi 6 nm, ortalama yiizey alam 120 m?/g, ortalama
gbzenek hacmi 0,3 mL/g’dir. Literatiirde idrarda hidroksiprolin tayininde siklikla bu
kolon kullanildig: i¢in bu tez ¢alismasinda bu kolon tercih edilmistir (Reed ve dig.,
1991, Stratford ve dig., 1990).

Pompa izokrotik olup tek yonlii akis saglamaktadir. Tiim ¢aligmalarda HPLC
cihazi oda sicakliginda calistirilmigtir. Agilent 1100 Serisi HPLC cihazinda Rheodyne

marka 20 pL sarmal hacmine sahip enjektor boliimii kullanilmastir.
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Hidroksiprolin i¢in yapilan tiim ¢alismalarda 6rnekler deneylerle belirlenmis
olan en uygun tirevleme kosullarinda hazirlanarak, verilmis olan sartlarda tayinleri
gergeklestirilmistir.

Kreatinin i¢in idrar o6rnegi 200 kat seyreltilmis pH 2,2 degerine kadar
asitlenidirilmis ve C18 kolonu ile 235 nm dalga boyunda ultraviyole dedektorle analizi
yapilmigtir. Hareketli faz olarak da pH degeri 7,4 olan 0,05 M fosfat tamponu
kullanilmistir. Hareketli fazin akis hizi 1 mL/dakika olarak ayarlanmistir (Jen ve dig.,

2002).

3.3 Hidroksiprolin icin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisindeki Bulgular

Ultraviyole dedektorle yapilacak olan tayinlerde 50 pL idrar 6rnegi, 250 pL i¢
standart olarak segilen 40 mg/L sisteik asit ve 50 uL 25 mg/L hidroksiprolin standart
¢ozeltileri uygun sartlarda hazirlandiktan sonra HPLC sistemine verildi. Tayinler
esnasinda i¢ standart olarak kullanilan sisteik asit ve hidroksiproline ait kromatogram
Sekil 3.7°de, kromatogram sonuglarina gore bulunan alikonma siireleri de Cizelge
3.1’de verilmistir.

Ultraviyole dedektorle elde edilen kromatogramda 2,6 dakikada i¢ standart
olarak kullanilan sisteik asite ait olan pik, 4,6 dakikada ise hidroksiproline ait olan pik
elde edilmistir. Sekil 3.7°de verilen kromatogram idrar 6rnegi ortaminda alinmasi
dolayisiyla kromatogramda diger bilesenlere ait piklerde yer almaktadir ama
hidroksiprolin ~ve i¢ standart piklerini  etkilemedikleri icin  olumsuzluk
olusturmamuslardir. Hidroksiprolin ve sisteik asitin alikonma siirelerinin bulunabilmesi
i¢in artan derisimlerde ve 500 mg/L gibi yiiksek derisimde hidroksiprolin ve 200 mg/L
derisimde sisteik asit idrar drneklerine ilave edilmis ve her iki tlire ait cihaza verilerek
alikonma siireleri tayin edilmistir.

Elektrokimyasal dedektorle yapilacak olan tayin i¢in 50 pL idrar ve 50 uL 25
mg/L hidroksiprolin standart ¢ozeltileri uygun sartlarda hazirlandiktan sonra HPLC
sistemine verildi. Sekil 3.8’de Hidroksiprolin standardinin (3,2 dakika) elektrokimyasal
dedektorle Olglimiiniin - kromatogrami verilmistir. Ultraviyole ve elektrokimyasal

dedektor kullanilarak belirlenen en uygun sartlar Cizelge 3.2°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.1. Ultraviyole dedektorle tayin edilen sisteik asit ve hidroksiprolinin alitkonma siireleri

Madde Alikonma siiresi (dakika)
Hidroksiprolin 4,6
Sisteik asit 2,6

VWDL A, Wavelength=360 nm (HYP\HY P-UV\ORNEKA~1\A55E8~L.KON\HY P-K-06.D)
Norm.

30

5+

20+

154

104

I I I T I ‘
0 1 2 3 4 9 miy

Sekil 3.7. Sisteik asit ve hidroksiprolin iceren idrar Ornegine ait ultraviyole dedektorle elde edilmis
kromatogram.

Cizelge 3.2. Ultraviyole ve elektrokimyasal dedektorle tayin edilen hidroksiproilin igin belirlenen en
uygun sartlar.

Tiirevleme siiresi | Tiirevleme sicakligi | Tiirevleme Alikonma siiresi

Dedektor (dakika) (°0) pH (dakika)

Ultraviyole dedektor 20 90 9,5 4.6

Elektrokimyasal
dedektor 10 80 12,5 3,2
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ADC1B, E1 (HYP\HYP-ECD\TUMECD~1\08071113.D)
Norm. |

200000
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100000

50000 ‘ “

2 4 b 8 10 12 14 il

Sekil 3.8. Hidroksiprolin igeren idrar drnegine ait elektrokimyasal dedektorle elde edilmis kromatogram.

3.3.1 Dogrusallik Bulgular:

Dogrusallik igin bes farkli kisinin idrarlar1 karigtirilarak olusturulan havuzdan
alman idrarlara 5,00; 10,0; 25,0; 50,0; 100 mg/L derisimlerde olacak sekilde
hidroksiprolin eklenerek kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Standart katma yontemi
kullanilmasinin nedeni idrar tayininde zengin matriksten dolay1 olusabilecek hatalar1 en
aza indirmektir. Calisilan hidroksiprolin derisimleri ultraviyole dedektorle yapilan
tayinlerde ve elektrokimyasal dedektorle yapilan tayinlerde aymidir. Sekil 3.9°da
ultraviyole dedektorle analizlenen ¢ozeltilere ait hidroksiprolin pik alaninin i¢ standart
pik alani oranina kars1 hidroksiprolin derisiminin i¢ standart derisimine orani grafigi
verilmigtir. Sekil 3.10°da ise hidroksiprolin derisimine karsi hidroksiprolin eklenmis
¢Ozelti sinyallerinin alanlar1 gosterilmistir.

Ultraviyole dedektor ve elektrokimyasal dedektor sonuglart ile ¢izilen her iki
grafik i¢inde R? degerleri 1’e yakindir. Caligilan aralikta hidroksiprolin derigimi ile
alinan sinyaller dogrusaldir. Kontrol grubu ve maruz gruptan alinan her bir idrar

orneginin hidroksiprolin derisimi bu kalibrasyon grafikleri kullanilarak bulunmustur.
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Sekil 3.9. Ultraviyole dedektorle tayinde 20 dakika, 90 °C’de ve pH 9,5 de tiirevlenmis 6rneklerde i
standarda oranlanmis hidroksiprolin derisimi - alan grafigi.
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Sekil 3.10. Elektrokimyasal dedektorle 10 dakika, 80 °C’de ve pH 12,5 de tiirevlenmis drneklerde
hidroksiprolin derigimi — alan grafigi.
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Sekil 3.11. Ultraviyole dedektorle kreatinin derigim- alan grafigi.

Sekil 3.11°de ise kreatinin derisimlerine karsilik Kreatinin sinyalinin alan grafigi
cizilerek standart grafigi cizilmistir. Dogrusallik i¢in bes farkli kisinin idrarlari
karistirilarak olusturulan havuzdan alinan idrarlara 5,00, 10,0, 25,0 mg/L derisimlerde

olacak sekilde kreatinin eklenerek kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.

3.3.2 Tekrarlanabilirlik Bulgular:

Hem yontemin giin i¢i ve giinler aras1t hem de cihazin giin i¢i ve giinler arasi
tekrarlanabilirligi ultraviyole ve elektrokimyasal dedektorler kullanilarak toplam sekiz
adet tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapilmistir.

Giin i¢i yontem tekrarlanabilirliginde, ultraviyole dedektorle yapilan tayinler igin
sigara igmeyen bes kisinin idrarlar1 karigtirilarak olusturulan idrar havuzundan esit
hacimde alinan idrarlara 5,00, 25,0, 100 mg/L olacak sekilde hidroksiprolin ilave
edilmistir. Her bir derisim igin 3 tekrar yapilmis ve bu 6rnekler Cizelge 3.2°de 6zetlenen
sartlarda tiirevlemeye tabi tutulmuslardir. Elde edilen sonuglarin ortalama, standart
sapma (SD) ve yiizde bagil standart sapmalarilar1 (% RSD) Cizelge 3.3’de verilmistir.

Elektrokimyasal dedektorle yapilan tayinlerin giin i¢i yontem tekrarlananilirligi

igin yine ayni idrar havuzundan esit hacimde alinan idrara 5,0, 25,0, 100 mg/L olacak
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sekilde hidroksiprolin derisimlerinin eklenmistir. Her bir derisim i¢in hazirlanan 3 farkli
ornege Cizelge 3,2°de 6zetlenen sartlarda tiirevleme islemleri uygulanmis ve elde edilen
sonuglardan elde edilen ortalama, standart sapma (SD) ve yiizde bagil standart sapma
degerleri (% RSD) de Cizelge 3.3’de verilmistir.

Glinler arast yontem tekrarlanabilirligi i¢in, hem ultraviyole hemde
elektrokimyasal dedektorle tayini yapilan yontemlerde, arka arkaya takip eden 5 ayri
giinde idrar havuzundan esit hacimde alinan idrarlara 5,00; 25,0; 100 mg/L derisimlerde
hidroksiprolin standartlar1 eklenerek Cizelge 3.2°deki sartlarda tiirevlemeye tabi
tutulmuslardir. Ornekler hazirlandig1 giinlerde analiz edilmis ve elde edilen sonuglarin

ortalama, SD ve %RSD degerleri Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Ultraviyole ve elektrokimyasal dedektor kullanilarak yapilan hidroksiprolin tayinlerinde giin
ici yontem tekrarlanabilirligi 6l¢timlerinde; ortalama, standart sapma ve yiizde bagil standart
sapma degerleri.

Gozlenen
Eklenen hidroksiprolin Yiizde Bagil
Dedektor hidroksiprolin derisimi* standart sapma
derigimi (mg/L) (ortalama+SD) (%RSD)
mg/L
. 5 56+0,3 54
Ultraviyole
25 261 4,2
dedektor
100 101 +4 4.0
5 55+0,6 10,9
Elektrokimyasal 25 25+3 9,8
dedektor
100 108 + 4 4,0
*N=3

Giin i¢i cihaz tekrarlanabilirligi i¢in her iki dedektorle yapilan tayinlerde ayni
idrar havuzundan esit hacimde alinan 6rneklere 5,00, 25,0 , 100 mg/L derisimlerde
hidroksiprolin ilave edilmistir. Cizelge 3.2’de Gzetlenen sartlarda tiirevleme yapilmustir.

Her derisim i¢in hazirlanip islemleri tamamlanmis 6rnekler ayni giin icerisinde beser
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defa analiz edilmistir. Elde edilen sonuglarin ortalama, standart sapma ve yilizde bagil

standart sapmalarilar1 Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Ultraviyole ve elektrokimyasal dedektor kullanilarak yapilan hidroksiprolin tayinlerinde
glinler aras1 yontem tekrarlanabilirligi 6l¢iimlerinde; ortalama, standart sapma ve yiizde bagil
standart sapma degerleri.

Gozlenen
Eklenen hidroksiprolin Yiizde Bagil
Dedektor hidroksiprolin derigimi* standart sapma
derisimi (mg/L) (ortalama+SD) (%RSD)
mg/L
5 56+0,3 54
Ultraviyole
25 26,6+1,3 4,9
dedektor
100 100+5 4,7
5 56+0,5 8,9
Elektrokimyasal 25 26 £2 6,5
dedektor
100 108 +£5 49

*N=5

sapma degerleri.

Cizelge 3.5. Ultraviyole ve elektrokimyasal dedektdr kullanilarak yapilan hidroksiprolin tayinlerinde giin
ici cihaz tekrarlanabilirligi 6l¢timlerinde; ortalama, standart sapma ve yiizde bagil standart

Eklenen . Gézle_nen_ Yiizde Bagil
. . L hidroksiprolin
Dedektor hidroksiprolin derisimi* standart sapma
L 0
derigimi (mg/L) (ortalama=SD) mg/L (%RSD)
) 5 56+04 7,1
Ultraviyole
25 26,2+0,5 1,9
dedektor
100 103+ 4 3,6
5 57+0,2 35
Elektrokimyasal 25 29,3+0,5 1,7
dedektor
100 106 + 4 3,7

*N=5




Cizelge 3.6. Ultraviyole ve elektrokimyasal dedektor kullanilarak yapilan hidroksiprolin tayinlerinde
glinler arasi cihaz tekrarlanabilirligi 6l¢iimlerinde; ortalama, standart sapma ve yiizde bagil
standart sapma degerleri.

Gozlenen
Eklenen hidroksiprolin . g
Dedektor hidroksiprolin derigimi* Yusz:eniaégt,;(l);tgg)lart
derigimi (mg/L) (ortalama+SD) P
mg/L

5 55+0,2 3,6

Ultraviyole dedektor 25 26,8+1,1 4.1

100 103 +6 6,1

5 58+0,2 3,4

Elektrokimyasal 25 264+14 53

dedektor
100 105+ 6 5,5
*N=5

Glinler arasi cihaz tekrarlanabilirligi i¢in 5,00, 25,0, 100 mg/L’lik hidroksiprolin
derigimlerinin ayni idrar havuzundan alinan esit hacimdeki idrara eklenmesiyle
olusturulan ve her derisim i¢in ¢izelge 3.2°de belirtilen sartlarda tiirevlemenin yapildig
ornekler arka arkaya takip eden bes ayri giinde analiz edilmistir. Elde edilen sonuglarin
ortalama, SD, %RSD degerleri Cizelge 3.6’da verilmistir.

3.3.3 Geri Kazanim Bulgular

Hem ultraviyole dedektor icin gelistirilen hem de elektrokimyasal dedektor icin
gelistirilen yontemler kullanilarak gercek ornek ortamina ilave edilen hidroksiprolin
icin geri kazanim verimleri arastirildi. Bu ¢alisma i¢in bes kisinin idrar havuzundan
alman esit miktardaki idrar Oornegine 100 mg/L derisimde hidroksiprolin eklendi.
Cizelge 3.2°de verilen sartlar orneklere uygulandi ve ultraviyole ve elektrokimyasal
dedektorlerle HPLC’de analiz edildi. 5 tekrarli uygunanan g¢alisma sonucunda elde
edilen geri kazanim verileri ultraviyole ve elektrokimyasal dedektor i¢in Cizelge 3.7’de

verilmistir.
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Cizelge 3.7. Hidroksiprolinin ultraviyole dedektorle dlgiildiigii yontem igin geri kazanim degerleri.

Analit flave edilen derisim (mg/L)
Geri kazanim (%) + SD
Elektrokimyasal
Ultraviyole dedektoriin dedektoriin
Hidroksiprolin 100 kullanildig1 yontem kullanildig:
yontem
108 + 6 102 +7

3.3.4 Gozlenebilme Sinir1 ve Tayin Siniri

Bes kisinin idrarlart karigtirilarak olusturulan idrar havuzundan alinan 50 pL,
kalibrasyon grafigi ciziminde kullanilan en kiigiik derisimin yarisi olan 2,5 mg/L
derisimde hidroksiprolinin 50 pL’sine eklenmistir. 10 ayr1 6rnek, Cizelge 3.2°de verilen
sartlarda hem ultraviyole hem de elektrokimyasal dedektoriin kullanildigi yontemler
icin ayr1 ayr1 hazirlanarak HPLC’de analiz edilmistir. Sonuglarin standart sapmasinin 3
katina karsilik gelen derisim LOD ve 10 katina karsilik gelen derisim LOQ olarak

hesaplanmistir. Bulunan sonuglar Cizelge 3.8’de gdsterilmistir.

Cizelge 3.8. Hidroksiprolinin ultraviyole ve elektrokimyasal dedektor kullanilarak HPLC ile tayininde
belirlenen LOD ve LOQ degerleri.

Yontem LOQ (mg/L) LOD (mg/L)
Ultraviyole dedektorlii 53 1,8
Elektrokimyasal dedektorlii 29 0,9

Saglikli tayinler i¢in en az tayin smurt kadar bir derisim gerekir. Bizim
kullandigimiz kontrol ve maruz grubun 6rneklerindeki hidroksiprolin derisimleri de bu
simirin {izerindedir. Ayrica elektrokimyasal dedektoriin daha diisiik derisimleri tayin
edebildigi dolayisiyla daha duyarli oldugu sdylenebilir. Ultraviyole dedektorle elde
edilen gozlenebilme sinir1 sonucu literatiirdeki ¢aligmalardan daha diigiiktiir. (Paroni ve

dig., 1992; Mazzi ve dig., 1996). Elektrokimyasal dedektdrle bulunan gozlenebilme
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siirt ise hem ultraviyole dedektdrle bulunan degerden hem de literatiirdeki degerlerden

distiktir (Husek ve dig., 2002; Lin ve Kuan, 2010) .

3.4 Kontrol ve Maruz Gruplarindan Alinan idrar Orneklerinin Tayinleri

Kirikkale Hact Hidayet Dogruer Kadin Dogum ve Cocuk Hastaliklar1 Hastanesi
calisanlarindan sigara igmeyen ve pasif i¢ici olmayan 24 kisinin idrarlar toplandi. Bu
idrar ornekleri kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Ayn1 hastanede ¢alisan ve giinde
en az bir paket (20 adet) sigara kullanan 24 kisinin idrarlar1 alindi. Bu grup ise maruz
grubumuzu olusturmustur. Ornekleri  34-739 karar numaras1 25/07/2011 tarihle,
Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan alinan yasal izin ile toplanmis ve
analiz edilmistir. Toplanan tiim Ornekler soguk zincir gozetilerek iki saat icerisinde
laboratuvara getirilmis ve bekletilmeden dnce kontrol grubu idrar 6rneklerinin ardindan
maruz grubun 6rnekleri analiz edilmistir.

Sigara igen maruz grubun idrarlart ile kontrol grubunun idrarlarmm analiz
sonuglarinin karsilastirilmasi yaninda, iki farkli dedektor kullanilarak farkli yontemlerle
tayin gerceklestirildiginden iki sonug verilmistir.

Sekil 3.9 ve Sekil 3.10’da verilen kalibrasyon egrileri kullanilarak maruziyet ve
kontrol grubuna ait idrar 6rneklerinde hidroksiprolin miktarlar tayin edilmistir. Cizelge
3.9’da kontrol grubunda bulunan kisilerin herbirinin idrarinda bulunan hidroksiprolin
degerleri Cizelge 3.10’da ise sigara i¢en grupta bulunan her bir kisinin idrar 6rnegindeki
hidroksiprolin degerleri maruz grubunkiler olarak verilmistir.

Ayrica her iki g¢izelgedede her bir idrar Orneginde bulunan kreatinin
derigimlerine ait analiz sonuglar1 verilmistir. Bobrek fonksiyonlarini degerlendirmede
ve glomeriiler filtrasyon oranini gostermesi agisindan kreatinin 6nemlidir. Glomertiler
filtrasyon hizinin dogrudan Ol¢iimii  ¢ok glic oldugundan, yerine cesitli
maddelerinkandan temizlenme hiz1 demek olan klirens hesab1 yardimiyla dolayli yoldan
hesaplanir. Klirens dl¢iimii i¢in kullanilacak olan ideal bir madde; dolasimda serbestce
bulunmali, glomeriiler bazal membrandan serbestge filtre olmali, nefron boyunca
sekrete edilmemeli ve geri emilmemeli, sabit hizda endojen iiretilmeli ve kolaylikla

olgiilebilir olmalidir. En sik kullanilan yontem kreatinin klirensidir. Bu nedenle biz de
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her bir idrar Orneginde bulunan kreatinin miktarindan [hidroksiprolin]/[kreatinin]

oranini bularak kreatinin klirensini hesaba katmis olduk.

Cizelge 3.9. Sigara igmeyen kontrol grubunun idrar 6rnek sonuglari.

KONTROL GRUBU uv EC
Kreatinin Hidroksiprolin Hyp/ Hidroksiprolin Hyp/

No (mg/L) (mg/L) Kreatinin (mg/L) Kreatinin
1 23,1 Pik goriilmedi * Pik goriilmedi *

2 41,1 39,9 1,0 38,2 0,9
3 36,4 42,2 1,2 45,5 1,3
4 40,4 43,8 1,1 42,0 1,0
5 30,2 32,8 11 30,5 1,0
6 29,7 43,0 1,5 45,5 1,5
7 13,9 25,3 1,8 25,8 1,9
8 22,5 42,6 1,9 45,3 2,0
9 34,3 42,5 1,2 41,3 1,2
10 25,6 44,6 1,7 44,5 1,7
11 36,9 43,2 1,2 38,4 1,0
12 28,6 45,2 1,6 43,2 1,5
13 27,4 61,2 2,2 58,6 2,1
14 16,5 20,3 1,2 19,3 2,0
15 51,5 71,0 1,4 68,5 1,3
16 79,1 55,6 0,7 60,0 0,8
17 56,2 27,2 0,5 30,8 0,6
18 24,5 38,3 1,6 40,4 1,7
19 29,9 26,9 0,9 28,1 0,9
20 12,4 13,7 1,1 12,8 1,0
21 40,3 35,9 0,9 36,4 0,9
22 14,4 27,6 1,9 25,2 1,8
23 30,0 17,2 0,6 20,0 0,7
24 17,5 43,8 2,5 45,6 2,6

Ortalama 31,8 36,8 1,33 36,9 1,33

*=Hesaplanamadi
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Sonuglarin istatistiksel tayininde ilk 6nce SPSS’te bagimli iki ornek t testi
yapildi ve ayni idrar 6rnegine ait hem ultraviyole dedektorle hem de elektrokimyasal
dedektorle yapilan hidroksiprolin tayin sonuglar1 arasindaki iliski incelendi. Kontrol
grubu idrar 6rneklerindeki hidroksiprolin derigimleri i¢in yapilan uygulamada olasilik
(p) degeri 0,867 bulundu ve %95 giliven araliginda farkli dedektorlerle yapilan
tayinlerde s6z konusu deger 0,05’den biiyiik oldugu i¢in, iki dedektor arasindaki fark p
< 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli degildir. Maruz grubunda da yine sekilde
ayni idrar Orneginin farkli dedektorlerle tayinleri karsilastirildi, olasilik degeri 0,367
bulundu ve s6z konusu deger 0,05’den biiyiik oldugu i¢in, iki dedektor arasindaki fark p
< 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu da idrar 6rneginde bulunan
hidroksiprolin derisimini %95 giiven araliginda her iki dedektoriin ayni olgtiigiini
gosterir.

Kontrol ve maruz grubunun orneklerine ise SPSS’te bagimsiz iki ornek t testi
uygulandi. Kontrol ve maruz grubun idrarlart ultraviyole dedektor kullanilarak tayini
yapildi ve olasilik degeri 0,018 bulundu, %95 giiven araliginda s6z konusu deger
0,05’den kiigiik oldugu i¢in, kontrol ve maruz grup arasindaki iligkinin p < 0,05
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugunu sdyleyebiliriz. Aym1 sekilde
elektrokimyasal dedektorle yapilan hem kontrol hem de maruz grubun tayini
sonuglarinin istatistiksel tayininde de olasilik 0,035 olarak bulunmus ve s6z konusu
deger 0,05°den kiiciik oldugu icin kontrol ve maruz grubun arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark bu dedektor iginde s6z konusudur. Bu da sigara i¢en ve igmeyen grubun
idrarlarindaki hidroksiprolin derisiminin %95 giliven araliginda farkli oldugunu gosterir.

Kreatinin, kontrol ve maruz grubunda tayin sonuglarmin istatistiksel
karsilastirilmasi da SPSS’te bagimsiz t testi ile yapildi. %95 giiven araliginda olasilik
degeri 0,753 bulundu. S6z konusu deger 0,05’den biiyiik oldugu icin, p < 0,05
diizeyinde istatistiksel olarak kreatinin diizeyleri arasinda anlamli bir fark yoktur.

Istatistiki degerlendirmeler ayrica Spidesik Ve belirli bir giiven seviyesi igin
hesaplanan t degerleri bulunarak da yapilmistir. Ultraviyole dedektdrle yapilan
calismada sigara igen ve igmeyen bireylerin istatistiki degerlendirmesinde Spiriegix 0,74; t
degeri 2,38 olarak bulunmustur. Elektrokimyasal dedektorle yapilan ¢alismada sigara
icen ve icmeyen bireylerin istatistiki degerlendirmesinde Spiresik 0,73; t degeri 2,31

olarak bulunmustur. %95 giiven seviyesinde t i¢in kritik deger 2,02 ve her iki bulunan
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deger de >2,02 oldugu igin sigara igcen ve i¢cmeyen bireylerin idrarlarindaki

hidroksiprolin diizeyleri arasinda anlamli bir fark vardir.

Cizelge 3.10. Sigara igen maruz grubunun idrar 6rnek sonuglari.

MARUZ GRUBU uv EC

Kreatinin Hidroksiprolin Hyp/ Hidroksiprolin Hyp/

No (mg/L) (mg/L) Kreatinin (mg/L) Kreatinin
1 23,6 25,9 11 25,0 11
2 44,6 24,1 0,5 26,7 0,6
3 40,3 61,2 15 64,5 1,6
4 31,4 56,5 1,8 54,3 1,7
5 23,1 34,4 15 32,3 14
6 15,3 44,0 2,9 42,0 2,7
7 29,2 19,0 0,7 17,0 0,6
8 30,4 45,6 1,5 43,8 14
9 46,8 73,0 1,6 73,5 1,6
10 26,6 313 1,2 30,8 1,2
11 33,0 42,6 1,3 44,6 14
12 53,6 50,4 0,9 48,2 0,9
13 7,8 26,8 3,4 28,8 3,7
14 34,8 47,3 14 449 1,3
15 40,3 80,6 2,0 86,3 2,1
16 21,9 51,0 2,3 53,7 2,5
17 15,3 38,7 2,5 36,6 24
18 11,7 19,9 1,7 24,0 2,0
19 30,5 60,4 2,0 57,3 19
20 19,6 67,2 3,4 65,3 3,3
21 254 58,4 2,3 55,7 2,2
22 5,9 21,1 3,6 19,3 3,3
23 52,1 32,8 0,6 39,1 0,8
24 66,1 82,6 1,3 76,7 1,2
Ortalama 30,4 45,6 1,79 454 1,77
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4. TARTISMA ve SONUC

Insanlarda viicut kollajeninin ¢ogu kemiklerde bulunur (Bornstain ve Traub,
1979). Kollajenin igerisindeki amino asitlerin ise % 14’inii, protein sentezinden sonra
prolinin  hidroksillenmesiyle olusan hidroksiprolin  olusturur (Scriver, 1983).
Hidroksiprolin, kollajen dokunun yikimindan sonra tekrar yapiya katilmaz ve idrarla
atilir. Bu sebeple hidroksiprolin, kollajen metabolizmasini ifade eden bir gostergedir
(Prockop ve Kivirikko, 1967). Idrardaki hidroksiprolinin l¢iimii bircok hastaligin
teshisi, izlenmesi ve tedavisinde de yarar saglar. Bu hastaliklara ornek olarak
osteoporoz (Endres ve Rude, 1994), paget hastaligi (Scriver, 1983), kanser (Hopkins ve
dig, 1984), fibrozis (Garcia ve dig., 2002), deri hastaliklar1 (Kakinuma ve dig., 2005)
verilebilir. Ayrica yapisal bir gosterge olmasi nedeniyle de idrarda hidroksiprolin tayini
biiylik 6nem tagir.

4-hidroksiprolinin biyolojik materyalde tayini amaciyla birgok analitik yontem
gelistirilmis ve yaymlanmistir (Woessner, 1961; Chu ve dig., 1997; Euli ve dig., 1999).
Bu calismada ise Paroni ve Welch’in 1992 ve 1995 yillarinda yaptiklar1 caligsmalar
temel alinmis ve 6zellikle tiirevleme basamagindaki sartlarda degisiklikler yapilmaistir.
Belirlenen en uygun sartlarda, sigara igcen maruz grup ve igmeyen kontrol grubu
idrarlarindaki hidroksiprolin diizeyleri iki farkli dedektorle tayin edilmistir. Bu sayede
hem dedektorlerin hem de sigara igen ve igmeyen gruplarin hidroksiprolin tayin
sonuclarinin karsilastirilmalart yapilmistir.

Analitin, biyolojik materyalden izolasyonu sonrasinda gergeklestirilen tiirevleme
islemi bu tir ¢alismalarda oncelikli derecede 6nem tasiyan bir basamaktir. Cilinkii
tiirevlemenin yapildigi pH, sicaklik ve siire, hidroksiprolin analizinin sonucunu oldukg¢a
fazla etkiler. Ultraviyole dedektorle yapilan tayinler igin tiirevlemenin yapildigi en
uygun kosullar 90 °C, pH degeri 9,5 ve tiirevleme siiresi 20 dakika olarak saptanmustir.
Elektrokimyasal dedektorle yapilan tayinler igin ise tiirevlemenin yapildigi en uygun
kosullar 80 °C, pH degeri 12,5 ve tiirevleme siiresi 10 dakika olarak bulunmustur.
Sigara icen maruz grup ve sigara i¢meyen kontrol grubunun idrarlarindaki
hidroksiprolin tayinleri belirtilen en uygun kosullarda yapilmistir.

Ultraviyole dedektorle yapilan kantitatif tayin i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisi 5,00
— 100 mg/L arasinda hazirlanmis, 6rneklerin igerisindeki hidroksiprolin derisimi de bu

aralik arasinda bulunmustur. Korelasyon katsayis1 0,9998 olarak elde edilmistir. 100
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mg/L standart ilavesi ile yapilan ¢alismalarda geri kazanim verimi (%geri kazanim +
standart sapma) 108+ 6 olarak bulunmustur. Ultraviyole dedektoriin kullanildig:
calismalarda yontemin tespit edebilecegi en kii¢iik derisim (LOD) 1,8 mg/L, tayin
edebilecegi en kiigiik derisim (LOQ) ise 5,3 mg/L olarak bulunmustur.

Elektrokimyasal dedektorle yapilan kantitatif tayin i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisi
de 5,00 — 100 mg/L arasinda hazirlanmis, korelasyon katsayisi 0,9995 olarak elde
edilmistir. 100 mg/L standart ilavesi ile yapilan ¢alismalarda geri kazanim verimi
(%geri kazamim =+ standart sapma) 102+ 7 olarak bulunmustur. Elektrokimyasal
dedektoriin kullanildig1 calismalarda yontemin tespit edebilecegi en kiigiik derigsim 0,9
mg/L, tayin edebilecegi en kiiciik derisim ise 2,9 mg/L olarak bulunmustur. Bu
sonuglarla elektrokimyasal dedektoriin, ultraviyole dedektore gore daha disik
hidroksiprolin derisimlerini tayin edebildigi s6ylenebilir.

Literatiirde, hidroksiprolin tayini i¢in HPLC cihaz1 kullanilarak iki farkli
dedektorle karsilagtirilmali yapilan bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. Calismamizda sigara
icen (n=24) ve sigara igmeyen (n=24) toplam 48 goniilliiye ait idrar Orneklerinin
hidroksiprolin diizeyleri, HPLC cihazinda kromatografik olarak ayrildiktan sonra,
ultraviyole ve elektrokimyasal dedektdrle tayin edilmistir. Idrar kreatinin diizeyleri de
Olciilerek ve elde edilen hidroksiprolin degerlerinin kreatinin klerensi hesaplamasi her
iki dedektorle elde edilen sonuglara uygulanarak, istatistiki degerlendirmeler SPSS
16’da yapilmistir.

Ayni idrar 6rnegine ait hidroksiprolin diizeyine her iki dedektorle bakildigindan
sonuglara bagimli t-testi uygulanmustir. Iki farkli dedektorle bulunan sonuglar arasinda
onemli bir fark (%95 giivenilirlik araliginda) bulunamamustir. Elde edilen bu sonug
dedektorlerin ayni idrar 6rnegindeki hidroksiprolin diizeyini belli bir giiven aralifinda
ayni Olgtigiinii gosterdiginden bu istatistik, dedektorlerin bulduklart sonuglarin dogru
oldugunu destekler. Sigara icen ve igmeyen bireylerin idrarlarindaki hidroksiprolin
diizeyleri arasindaki fark ise, SPSS’te bagimsiz t-testi ile (%95 giivenilirlik araliginda)
incelenmis ve her iki dedektorle de aralarinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur.
Istatistiksel olarak elde edilen bu fark, sigara igiminin idrardaki hidroksiprolin
derigimini arttirdigini gosterir. Bu sekilde hem dedektorlerin karsilagtirilmasi, hem de
sigara i¢iminin hidroksiproline etkisi incelenmistir. Hidroksiprolinin diizeyinin kreatinin

diizeyine oranmin cinsiyete gore degismedigi belirlendiginden, tez c¢aligmamizda
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cinsiyet dikkate alinmamustir (Teerlink ve dig., 1989). Ozellikle akciger hastaliklari
(amfizem, astim, akciger kanser, v.b.), idrardaki hidroksiprolin seviyesini etkiledigi i¢in
kontrol ve maruz grubunda bu tiir hastaliklarin mevcut olmamasina 6zellikle dikkat
edilmistir.

Tez caligmamizda sigara i¢iminin, idrarda hidroksiprolin diizeyini arttirdigi
bulunmusgtur. Sigara icimi Kollajen ve elastin {izerinde kimyasal degisimlere yol
actigindan, idrardaki hidroksiprolin diizeyinde de farklilik yaratir (Rickert, 1972;
Laurent ve dig., 1983). Sigara i¢iminin idrardaki hidroksiprolin derisimini etkileme
yollar1 gesitli ¢alismalarda agiklanmistir. Bu yollardan bir tanesi sigaranin oksijen ile
olan iliskisine dayanmaktadir. Oksijen, prolinin hidroksiproline hidroksillenmesinde
gerekli bir substrattir (Pihlajaniemi ve dig., 1991). Bu hidroksillenmis amino asit,
kollajenin kararli tiglii sarmal yapisi igindeki fibrillerin ¢apraz bag olusumu igin
gereklidir (Wicke, 1995). Sigara i¢cimi de dokulardaki oksijeni azaltacagindan bu
olusum olumsuz yonde etkilenecektir (Jensen ve dig., 1991). Kollajen doku zarar
goreceginden idrarla atilan hidroksiprolin miktar1 artacaktir. Diger yandan sigara bir¢ok
biyolojik fonksiyonu etkileyen oksidatif stresi tetikler (Sorensen, 2004). Oksidatif stres,
askorbik asit doniisiimiinii hizlandirarak bu vitaminin seviyesini diisiiriir (Faruque ve
dig., 1995). Askorbik asit prolinin enzimatik hidroksilasyonunda kofaktordiir. Bu
nedenle sigara i¢iminin askorbik asit diizeyini diigiirmesi kollajen sentezinin azalmasina
neden olur (Lehninger, 1982). Sigara igenlerin dokularinda daha az hidroksiprolin ifade
edilir ve daha az kollajen depolanir (Sorensen ve dig. 2006). Bu nedenlerle sigara i¢imi
ve idrardaki hidroksiprolin derisimi arasinda 6nemli bir bag vardir.

Bazi c¢aligmalar sigara kullananlarin idrarlarinda hidroksiprolin diizeyinin
arttigim ~ gostermistir  (Kasuga, 1990). Diger taraftan sigara kullananlar ile
kullanmayanlarin idrar hidroksiprolin diizeyleri arasinda fark olmadigini ifade eden
calismalar da bulunmaktadir. Bu baglamdaki ¢alismalardan birisinde Sigara i¢imi ve
idrarda kreatinin derisimi arasinda ters oranti oldugu belirtilmistir. Bu ters oranti
idrardaki hidroksiprolinin kreatinine oraninin artmasi demektir (Adlkofer ve dig., 1982).
Oysaki kontrol ve maruz grubunun kreatinin diizeyleri, tezimizde istatistiksel olarak
karsilastirmis ve aralarinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur. Bulunan sonug,
sigara i¢ciminin idrardaki kreatinin seviyesini degistirmedigini gostermistir. Ayrica

idrardaki hidroksiprolin diizeyinin degisiminin, sigara i¢imiyle akcigerde olusan
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hasardan kaynaklanabilecegi gibi, kemik ve deri yikimdan da kaynaklanabilecegi
unutulmamalidir. idrardaki hidroksiprolin diizeyini beslenme, hastaliklar, deri ve diger
dokulardaki kollajenin yikimi da etkiler (Endres ve Rude, 1994; Christenson, 1997; Euli
ve dig., 1999). Bu nedenlerle idrardaki hidroksiprolinin kaynagini saptamak zordur. Bu
kadar farkli etkenin olmasi, sigaranin idrardaki hidroksiprolin diizeyine etkisi hakkinda
farkli yorumlarin yapilmasina neden olmustur. Tezimizde ise kontrol ve maruz grubu
arasindaki en belirgin fark sigara i¢imi oldugundan, idrardaki hidroksiprolin diizeyini

etkileyen diger etkenler ayni kabul edilerek degisim sigarayla iliskilendirilmistir.
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